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RESUMO

Calotropis procera (Apocynaceae) é nativa de areas aridas e semiéridas. Essa espécie sempre
verde e de metabolismo fotossintético Cs, € um excelente modelo de estudo para a
compreensdo da tolerancia aos fatores abioticos. A seca € 0 estresse abidtico que mais
influencia no crescimento, no desenvolvimento e na produtividade das espécies vegetais. O
presente estudo visa avaliar sob aspectos ecofisioldgicos, anatdmicos e bioquimicos duas
populagdes de C. procera, durante as estacOes seca e chuvosa de 2012 e 2013, em condigdes
ambientais diferentes: uma no semiarido e outra no litoral; bem como avaliar plantas jovens
de C. procera sob déficit hidrico em condicGes de casa-de-vegetacdo. Foram avaliadas as
trocas gasosas, quantificacdo de solutos do metabolismo primério, atividade de enzimas do
sistema antioxidativo, analise de atributos anatdmicos foliar. Calotropis procera mesmo
exposta a ambientes contrastantes apresentou alta taxa fotossintética mesmo na estacdo seca
sob déficit de pressdo de vapor (DPV) e densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF)
elevados. Também foi observado aumento de pigmentos fotossintéticos, acumulo de agucares
e aumento na atividade de enzimas do ciclo antioxidativo em ambas as localidades no periodo
seco. Contudo, os ajustes anatdbmicos foram contrastantes, enquanto no semiarido houve
aumento na espessura do mesofilo no periodo seco, no litoral houve aumento na espessura da
cuticula e aumento na densidade de tricomas. As plantas jovens de C. procera alcangaram o
maximo estresse apds 10 dias de suspensdo de rega, quando a condutancia estomatica (gs)
chegou a zero. Para minimizar a perda d’agua C. procera reduziu a gs, nimero de folhas,
aumentou na espessura da cuticula e na densidade estomatica. O aumento da fotorrespiracéo,
da respiracdo mitocondrial do dia (Rg), do quenching ndo fotoquimico (NPQ), dos
carotendides, carboidratos solUveis totais (CST), aminoacidos livres totais (ALT), prolina e
aumento na atividade da superdxido dismutase (SOD) garantiram a fotoprotecdo ao aparato
fotoquimico. Com base nos resultados obtidos, C. procera apresenta alta performance
fotossintética mesmo sob seca. O metabolismo bioquimico priméario apresenta ajustes
diferentes nas diferentes condi¢des estudadas. Entretanto, C. procera no litoral e em casa de
vegetacdo sob seca apresentaram estratégias semelhantes quanto aos atributos anatémicos. O
conjunto de dados nos faz entender como uma espécie Cs, sempre verde apresenta um
metabolismo fotossintético intenso sob seca, divergindo da maioria das plantas de

metabolismo Cs.

Palavras-chave: semiarido, litoral, seca, maquinario fotossintético, Cs, fotoprotecao



ABSTRACT

Calotropis procera (Apocynaceae) is native from arid and semiarid areas. This species
evergreen, and Cs photosynthetic metabolism is an excellent study model for the
understanding of the tolerance to abiotic factors. Drought is the most abiotic stress harmful
the growth, development and productivity of plant species. This study aims to evaluate in
ecophysiological, anatomical and biochemical aspects of two populations of C. procera,
during the dry and rainy seasons of 2012 and 2013 in different environments: one in semiarid
and another on the seacoast; and evaluate young plants of C. procera under drought at
greenhouse conditions. We evaluated the gas exchange, solute quantification of the primary
metabolism, enzyme activity of the antioxidant system, analysis of leaf anatomical.
Calotropis procera even exposed to contrasting environments showed high photosynthetic
rate even the dry season under high vapor pressure deficit (VPD) and photosynthetic photon
flux density (PPFD). In addiction was observed increase in photosynthetic pigments,
accumulation of sugars and increase in antioxidant enzyme activity in both locations during
the dry season. However, the anatomical adjustments were contrasting, while in the semiarid
region was observed increase in mesophyll thickness in the dry season, on the seacoast was
observed increase in cuticle thickness and increase in trichomes density. Young plants of C.
procera reached the maximum stress after 10 days withhold water, when stomatal
conductance (gs) reached zero. To minimize water loss, C. procera reduced gs, leaf number,
increased cuticle thickness and stomata density. The increase in photorespiration,
mitochondrial day respiration (Rg) of non-photochemical quenching (NPQ), carotenoids,
soluble carbohydrates, free amino acids, proline and increase in superoxide dismutase (SOD)
activity garantee the photoprotection to the photochemical apparatus. Based on the results
obtained, C. procera present high photosynthetic performance even under drought. The
primary biochemical metabolism has different settings under different conditions. However,
C. procera on the seacoast and in greenhouse under drought showed similar strategies
regarding the anatomical attributes. The data set help us understand how Cs species,
evergreen, present an intense photosynthetic metabolism under drought, diverging of the most

Cs plants.

Keywords: semiarid, seacoast, drought, photosynthetic machinery, Cs, photoprotection
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1. APRESENTACAO

Algumas espécies possuem a capacidade de colonizar outros ambientes, além do
seu ambiente de ocorréncia natural. Tal fendmeno sempre exerceu um papel
fundamental na dindmica da biodiversidade (HURKA; BLEEKER; NEUFFER, 2003).
Invasores bidticos sdo espécies que estabelecem uma nova &rea de distribuicdo na qual
elas proliferam, espalham-se e persistem em detrimento do ambiente (ADAIR;
GROVES, 1998; MACK et al., 2000).

Calotropis procera (Aiton) W. T. Aiton (Apocynaceae) é uma espécie invasora
(COSTA et al., 2009), de habito arbustivo (CSURHES, 2009; BOUTRAA, 2010),
sempre verde, com metabolismo C3; (SAYED; MOHAMED, 2001), nativa do noroeste e
norte da Africa e sudoeste da Asia (PARSONS; CUTHBERTSON, 2001; BRANDES,
2005). Apresenta ampla distribuicdo geogréfica principalmente em éreas tropicais e
subtropicais. No Brasil, foi introduzida no inicio do século XX e ja se encontra na
Caatinga, Cerrado, Restinga (FERREIRA; GOMES, 1976; LISITA, 2006; BARBOSA,
ALMEIDA-CORTEZ; FERNANDES, 2007; OLIVEIRA et al.,, 2009; RANGEL;
NASCIMENTO, 2011; OLIVEIRA-BENTO, 2012).

O padrdo global climatico tem mudado em ambientes &ridos e semiéridos,
comum a C. procera, apresentando estiagens prolongadas cada vez mais frequentes
(INTERGOVERNMENTAL PAINEL ON CLIMATE CHANGE, 2013). A maioria das
plantas C; pouco tolera esse novo cenério. Diferentemente, C. procera no semidrido
apresenta picos de floracdo e frutificacdo na estacdo seca (SOBRINHO et al., 2013),
exigindo muito do metabolismo do carbono. Estudo recente realizado por Frosi et al.
(2013) mostrou comportamento inverso ao da maioria das plantas Cs, no qual C.
procera apresentou baixa condutancia estomatica com taxas elevadas de fotossintese na
seca.

Em um ambiente arido e semidrido &€ comum a ocorréncia de déficit hidrico,
limitando o crescimento, desenvolvimento e produtividade das plantas (DONOHUE et
al., 2013; ZHU et al.,, 2012). Em geral, as plantas respondem a seca através de
mudancas na morfologia, na fisiologia, em processos bioquimicos e metabdlicos e que
coletivamente irdo permitir um grau de toleréncia a seca (KOTTAPALLI et al., 2009).
Com base na sua capacidade de tolerancia a seca e a niveis altos de sal (KHAN et al.,

2007) associados a manutencédo das suas folhas e da atividade fotossintética, C. procera



torna-se uma espécie de interesse de investigagdo ecofisioldgico, anatbmico e molecular
(COLOMBO et al. 2007).

Neste sentido, este estudo visa avaliar sob aspectos ecofisioldgicos, anatdmicos
e bioquimicos de duas populagdes de C. procera em condi¢des ambientais diferentes:
uma no semiérido e outra no litoral; bem como avaliar plantas jovens de C. procera sob

déficit hidrico em condic6es de casa-de-vegetacao.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Calotropis procera

2.1.1 Classificagédo

Segundo classificagdo de Angiosperm Phylogeny Group (2009), Calotropis
procera pertence a classe Equisetopsida, subclasse Magnoliidae, superordem Asteranae,
ordem Gentianales, familia Apocynaceae. O pequeno género Calotropis compreende
trés espécies C. procera, C. gigantea e C. acia, sendo a C. procera mais bem distribuida
nas regides tropicais e subtropicais (RAHMAN; WILCOCK, 1991). Calotropis procera
é popularmente conhecida como algoddo-de-ceda, flor-de-seda, leiteira, ciime,
queimadeira, janalba, paininha-de-seda (GALLEGOS-OLEA et al., 2008; RANGEL,;
NASCIEMENTO, 2011).

2.1.2 Distribuicéo

Calotropis procera é nativa da Africa e Asia, abrangendo desde o noroeste
(Senegal e Mauritania) e norte (Marrocos, Argélia, Libia e Egito) da Africa e se
estendendo até Peninsula Arabica, Afeganistio, Paquistio e india (RAHMAN;
WILCOK, 1991; CSURHES; EDWARD, 1998; PARSONS; CUTHBERTSON, 2001;
BRANDES, 2005; CSURHES, 2009; BOUTRAA, 2010). Além da sua localidade
natural, C. procera € amplamente distribuida ao longo do globo principalmente regides
aridas e semiaridas (RANGEL; NASCIMENTO, 2011) como Califérnia, América do
Sul, América Central, Caribe, México, Tailandia, Vietna, Australia e Havai (CAB
International, 2005; BOUTRAA, 2010).

No Brasil, a C. procera foi introduzida no inicio do século XX na cidade do
Recife (KISSMANN; GROTH, 1992; LISITA, 2006; OLIVEIRA-BENTO, 2012),
primeiro com intencdo ornamental em seguida sendo usada como forragem
(SOBRINHO et al., 2013). Entretanto, segundo relatos de Pio Corréa C. procera foi

trazida pelos escravos proveniente da Africa. Calotropis procera é bem distribuida na
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regido Nordeste, mas também é encontrada em outros estados como Minas Gerais, Sdo
Paulo, Espirito Santo, Mato Grosso, Rio de Janeiro, Goias e no Distrito Federal.
Calotropis procera habita &reas abertas, onde h& pouca concorréncia de outras
plantas, como por exemplo areas degradadas, terrenos baldios, beira de estrada, em
areas abandonadas, geralmente em solos arenosos em areas de baixa pluviosidade
(KHAN; BEENA, 2002; CAB internacional, 2005). Contudo ndo € encontrada em

florestas densas.

2.1.3 Caracterizacéo

Calotropis procera é uma planta perene, arbustiva ou semi-arbérea, medindo por
volta de 2 - 4 m, podendo alcancar 6 m de altura (ISMAIL, 1992; CSURHES, 2009;
BOUTRAA, 2010). Possui um sistema radicular bem desenvolvido, com raiz principal
pivotante, podendo chegar a 4 m em solos arenosos de desertos (GRACE, 2006;
BARBOSA et al., 2013).

Possui facil propagacdo através de suas sementes devido a excelente
germinacédo, sem haver necessidade de pré-tratamentos, pois ndo apresentam dorméncia,
podendo ser plantadas diretamente no solo (VOGT, 1995; BARBOSA; ALMEIDA-
CORTEZ; FERNANDES, 2007; CSURHES, 2009). A planta madura pode produzir
milhares de sementes a cada ano, que sao disseminadas de forma anemocdrica, podendo
alcancar varios quilémetros (LITTLE; WOODBURY; WADSWORTH, 1974;
STAPLES; HERBST, 2005), sendo essa disperséo favorecida devido as sementes serem
aladas, envoltas por uma plumagem que facilita o transporte pelo vento (JOLY, 1997,
SOUTO et al., 2008; CSURHES, 2009). Calotropris procera apresenta crescimento
rdpido (ANDRADE et al., 2005) e com florescimento e frutificacdo durante todo o ano
(LITTLE; WOODBURY; WADSWORTH, 1974; BARBOSA; ALMEIDA-CORTEZ;
FERNANDES, 2007; SOBRINHO et al., 2013), entretanto a maior incidéncia é na
estacdo seca como observado por Sobrinho et al. (2013).

Calotropis procera ocorre em areas aridas e semiaridas com precipitagdo anual
variando de 150 a 1000 mm, sendo tolerante a seca e a salinidade (KHAN et al., 2007).
Embora preferindo habitats de baixa precipitacdo, C. procera pode persistir nas areas
mais Umidas, desde que o solo seja bem drenado (por exemplo, solo arenoso) (CAB
International, 2005). Tolera altitudes de até 1000 m e temperaturas entre 20 e 30°C,

permitindo desenvolver-se em montanhas ou mesmo ao nivel do mar, conferindo a esta
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espécie uma alta dindmica em sua ocorréncia (LINDLEY, 1985; SAYED; MOHAMED,
2001; KHAN; BEENA, 2002). Essa alta tolerancia aos fatores abidticos, associados a
manutenc¢do das suas folhas e atividade fotossintética torna a C. procera uma espécie de
interesse de investigacdo ecofisiologico, anatdbmico e molecular (COLOMBO et al.
2007).

2.1.4 Uso

Calotropis procera tem sido amplamente utilizada na medicina tradicional
devido a seus compostos ativos farmacolégicos encontrados em todas as partes da
planta: casca, raiz, folha, flor e, especialmente, o seu latex. Uma vasta gama de
compostos quimicos foram isolados a partir da C. procera, incluindo glicosideos
flavdnicos, glicosideos cardiacos, flavondides, compostos fendlicos, terpendides
(KHAN; MALIK, 1989; AKTAR et al., 1992; BASU et al., 1992; HUSSEIN et al.,
1994; TANIRA et al., 1994; KUMAR; PADHY, 2011; JUCA et al., 2013). Muito tem
se estudado sobre as propriedades quimicas de seu latex (FLEURENTIN; PELT, 1982;
AKINLOYE et al, 2001; OLIVEIRA et al., 2009), usado na defesa contra
microorganismos ou insetos (LARHSINI et al., 1997; ALENCAR et al., 2002).

Devido a estes compostos quimicos ativos, C. procera tem sido utilizado para o
tratamento de um namero de doencas, tais como Ulceras, tumores, lepra, doengas do
baco, figado e abdémen, reumatismo, funciona como um anti-inflamatério, anti-
microbiano, analgésico e antihelminticos (KHAN; MALIK, 1989; AKTAR et al., 1992;
BASU et al., 1992; HUSSEIN et al., 1994; TANIRA et al., 1994; MUEEN et al., 2005;
KUMAR; ARYA, 2006; KUMAR; PADHY, 2011; JUCA et al., 2013).

Além do seu uso medicinal, C. procera também tem sido usada para produzir
fibora (CROTHERS; NEWBOUND, 1998; CAB International, 2005), e tem sido
sugerido como adequado para biocombustivel, com um rendimento de culturas
potencial de cerca de 90 toneladas por hectare, duas vezes por ano (PARSONS;
CUTHBERTSON, 2001); além de grande interesse ornamental (SOBRINHO et al.,
2013).
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2.2 Déficit hidrico

O estresse pode ser definido, em sentido geral, como uma pressdo excessiva de
um ou vérios fatores adversos que apresenta a tendéncia de inibir o normal
funcionamento dos sistemas (NIU et al., 1995). No campo, as plantas podem
experimentar diversos fatores abidticos simultaneamente ou em momentos diferentes,
tais como, seca, salinidade, alta temperatura, baixa umidade, alta incidéncia luminosa,
vento, entre outros (TESTER; BACIC, 2005). Dentre esses fatores, a seca € um dos
mais limitante na producéo vegetal e interfere na distribuicdo das espécies em diferentes
ambientes (FLOWERS, 2004; BARTELS; SUNKAR, 2005; GODFRAY et al., 2010;
TESTER; LANGRIDGE, 2010; AGARWAL et al., 2013). Segundo o IPPC (2013) os
cenérios previstos para as mudancas climaticas preveem o aumento da aridez para areas
semiaridas e mediterraneas.

Turner (1986, 1997) e Subbarao et al. (1995) propuseram trés tipos de resposta
das plantas ao déficit hidrico: o mecanismo de escape, 0 mecanismo de tolerancia sob
baixo contetido de &gua (tolerancia a desidratacéo) e o mecanismo de tolerancia sob alto
contetdo de agua (evitamento) que envolve a manutencdo de um alto potencial hidrico
mesmo sob déficit hidrico (LUTGE; SCARANO, 2004).

Quanto aos mecanismos de escape, abrange as plantas que tem a capacidade de
répido desenvolvimento fenoldgico, no qual as plantas podem completar o seu ciclo em
um curto periodo de chuva, e apresentam capacidade de plasticidade no
desenvolvimento (TURNER, 1986, 1997; SUBBARADO et al., 1995). No semiarido, ha
a predominancia de comportamento deciduo no periodo de estiagem, e, no curto periodo
de chuva as plantas desenvolvem o brotamento e a floragdo (MACHADO; BARROS;
SAMPAIO, 1997; BARBOSA; BARBOSA,; LIMA, 2003; AMORIM; SAMPAIO;
ARAUJO, 2009; SOUZA et al., 2010). Em algumas espécies a brotacdo pode ocorrer
em decorréncia de chuvas esporédicas no periodo seco, como foi observado em Croton
sonderianus, Combretum leprosum, Mimosa acutistipula e Jatropha molissima por
Amorim et al. (2009).

2.2.1 Comportamento das trocas gasosas e do maquinario fotossintético sob

déficit hidrico
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Quanto aos mecanismos de tolerancia sob alto conteddo de agua, envolve a
manutencdo de um alto potencial hidrico mesmo sob déficit hidrico (LUTGE;
SCARANO, 2004). Para garantir um alto contetdo hidrico as plantas aclimatam-se para
minimizar a perda d’4gua. Portanto, o fechamento estomético é a primeira linha de
defesa das plantas ao déficit hidrico, desta forma as plantas podem evitar a dessecacéo
por reduzir a taxa transpiratéria (MANSFIELD; ATKINSON, 1990; MAHAJAN;
TUTEJA, 2005). Além disso, a resisténcia da camada limitrofe e da cuticula ao vapor
d’agua também exercem papel importante no declinio na transpiracdo. O fechamento
estomético é mediado pelo &cido abicisico (ABA) que funciona como mensageiro de
déficit hidrico no solo entre a raiz e parte aérea mesmo antes da redugdo do potencial
hidrico foliar (SALAH; TARDIEU, 1997; MAHAJAN; TUTEJA, 2005).

Em compensacéo, o fechamento estoméatico também reduz a disponibilidade do
CO; no cloroplasto, pelo aumento da resisténcia na sua difusdo através da reducéo da
conduténcia estomatica (gs) e da condutancia mesofilica (gm) (FLEXAS et al., 2008;
GALMES et al., 2007a; GALMES; MEDRANO; FLEXAS, 2007). Com isso, a
atividade de carboxilagdo da Rubisco € reduzida, (BOTA; FLEXAS; MEDRANO,
2004) resultando no declinio das taxas fotossintéticas, bem como, no crescimento e na
produtividade (CHAVES, 1991; KRAMER; BOYER, 1995; FOYER; NOCTOR, 2000;
CHAVES et al.,, 2002; TANG et al.,, 2002; FLEXAS et al.,, 2006; NIINEMETS;
KEENAN, 2014). A taxa transportadora de elétrons é sintonizada com a disponibilidade
de CO;, e geralmente declina sob condi¢Ges de seca, diminuindo a fosforilacéo,
diminuindo a sintese de ATP e consequentemente a regeneracdo da ribulose-1,5-
bifosfato (RuBP). A manutengdo de uma alta eficiéncia do uso da agua (EUA) € crucial
para a tolerdncia ao déficit hidrico no solo, pois representa a relacdo da assimilacdo de
CO; por molécula de H,O perdida para atmosfera (E) (MANSUR; BARBOSA, 2000;
SILVA et al., 2008). Muitas espécies toleram a seca apresentando alta EUA, como
Calotropis procera, C. gigantea (COLOMBO et al., 2007), Persea indica (SANCHEZ-
DIAZ; TAPIA; ANTOLIN, 2007) mantendo o contetido hidrico foliar (CHR).

Com a redugdo na taxa de assimilacdo do CO,, pouco poder redutor (NADPH) e
energia quimica (ATP) é consumido no clico de Calvin reduzindo a disponibilidade de
NADP+ para receber elétron da cadeia transportadora e aumentando o excesso de
energia no sistema (SILVA et al., 2010; UZILDAY et al., 2012). No entanto, 0 excesso
de energia é prejudicial ao sistema, pois desta forma, o fluxo de elétrons proveniente da

fotdlise da &gua reduz o O, para a formag&o de espécies reativas de oxigénio (ERO) no
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PSI. Formacdo de ERO é iniciada pela reducdo de oxigénio molecular univalente
utilizando um (superdxido, Oy”), dois (perdxido de hidrogénio, H,O,) ou trés (radical
hidroxila OH) elétrons, ou pela formag&o de oxigénio singleto (*O,) por transferéncia
do excesso de energia de excitagdo ao O, no PSII levando a oxidagdo da proteina D1
(ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002; EVA; DEAN, 2003; FOYER; NOCTOR,
2003; WU et al., 2008). ERO sé&o divididas em duas classes principais consistindo em
espécies ndo-radicais (H,O;) ou radicais livres (0,7, OH). Os superdxidos ndo
conseguem atravessar membranas bioldgicas, ficando confinados no compartimento
onde foram gerados (SOARES; MACHADO, 2007), oxidam amino&cidos especificos,
como metionina, histidina e triptofano, e também pode causar peroxidacéo de lipideos
no ambiente celular e nas membranas celulares (BREUSEGEM et al., 2001).
Posteriormente, a reducdo do oxigénio gera peroxido de hidrogénio (H20-), que, apesar
de ndo ser um radical livre, atravessa as biomembranas e se distribui a partir do local de
sua producdo (BREUSEGEM et al., 2001). O radical hidroxila é formado pela reducédo
do H,O, por ifons metalicos (Fe,” e Cu,’) e tem grande afinidade por moléculas
bioldgicas em seu sitio de producdo. O radical hidroxila apresenta uma meia-vida muito
curta, pois reage muito rapidamente com moléculas bioldgicas, sequestrando
aleatoriamente um atomo de hidrogénio (BREUSEGEM et al., 2001; NORDBERG,;
ARNER, 2001). Além de provocarem injdria na membrana, as ERO degradam proteina,
peroxidacdo de lipideos, clorofila, rompimento nos filamentos de DNA e RNA
(MITTLER, 2002; UZILDAY et al., 2012).

Para minimizar o dano oxidativo, as plantas apresentam um sistema de defesa
endégeno, que incluem moléculas ndo-enziméticas e enzimas antioxidativas. Os
antioxidantes ndo-enzimatios apresentam duas classes os lipossolUveis associados a
membrana (a-tocoferol e B-caroteno), e os sollveis em &gua (glutationa, ascorbato e de
compostos fenolicos) (ASADA, 1999; LOGAN et al., 2006; ASHRAF; FOOLAD,
2007; ASHRAF, 2009). Antioxidantes enzimaticos incluem o superéxido dismutase
(SOD) que catalisa a dismutacdo do superoxido em H,O,; ascorbato peroxidase (APX),
catalase (CAT) e peroxidases (POX) séo enzimas que catalizam a reagdo do H,O, em
agua (POLLE; RENNENBERG, 1992; SGHERRI; MAFFEI; NAVARI-1ZZO, 2000).
A APX utiliza o ascorbato como doador de elétrons e em combinagdo com o ciclo do
ascorbato-glutationa é um poderoso eliminador de ERO no cloroplasto (SGHERRI,
COSI; NAVARI-1ZZO, 2003; FOYER; SHIGEOKA, 2011). A CAT tem papel
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importantissimo na eliminagéo do H,O; produzido pela fotorrespiragdo no peroxissomo
em plantas C; (FOYER; FLETCHER, 2001; JAYAKUMAR et al., 2008).

A reducdo do CO, em carboidratos é a via de maior dreno de elétrons, com as
taxas fotossintéticas reduzidas em decorréncia ao déficit hidrico as plantas tem que usar
outras vias para eleminar o excesso de elétrons no sistema, e assim minimizar o dano
oxidativo. A fotorrespiragdo é considerada a segunda via mais importante no consumo
de elétrons em plantas C; (FOYER, NOCTOR, 2000; NOCTOR et al., 2002). Em
menor proporcdo, a respiracdo no escuro também funciona como dreno de elétons
através da cadeia transportadora de elétrons na mitocdndria. As plantas podem eliminar
0 excesso de energia na forma de calor (HORTON; RUBAN; WALTERS, 1996),
através do ciclo das xantofilas acarretando no aumento do quenching ndo-fotoquimico
(DOMONKOS et al., 2013; ESTEBAN et al., 2015).

2.2.2 Bioquimica foliar

A resposta do déficit hidrico na fotossintese pode também ser avaliada por seus
produtos finais, tais como a variagdo de carboidratos na parte aérea (KRAMER,;
BOYER, 1995). As células vegetais muitas vezes reduzem o conteudo de amido na
célula e aumentam os aclcares soliveis (ROSSIELLO; FERNANDES; FLORES,
1981), devido a paralisacdo no crescimento celular e na sintese de sacarose (VASSEY;
SARKEY, 1989) para exportacdo. O acumulo de sacarose em resposta a condicdes de
estresse (FARRAR; POLLOCK; GALLAGHER, 2000), o que contribui para a
regulagdo osmatica e prevé uma reserva de energia para acelerar e apoiar a recuperacéo
metabodlica apds a reidratagdo. Os carboidratos sdo a principal fonte de energia das
mudancas metabdlicas que ocorrem durante o estresse ambiental (SIVACI, 2006). Tanto
0s agulcares como 0s aminoécidos também desempenham papel importante no aumento
da toleréncia ao déficit hidrico por ser osmoprotetores, sinalizadores e eliminadores de
ERO (BARTELS; SUNKAR, 2005; ROLLAND; BAENA-GONZALES; SHEEN,
2006; RAMEL et al., 2009; LIU et al., 2011; LABANOWSKA et al., 2013; FILEK et
al. 2015). Muitos pesquisadores tém investigado a relagéo entre a assimilacéo de CO, e
de produtos finais em varias espécies (QUICK et al., 1992; WINGLER et al., 2006),
mostrando o papel dos montantes de aglcares solGveis da folha no mecanismo de

feedback regulador da fotossintese. Além disso, a sintese de aminoacidos livres também
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pode agir como uma mecanismo de feedback secundario na regulacdo fotossintética
(PAUL; PELLNY, 2003).

Quanto ao metabolismo das proteinas, pode ocorrer paralisacdo da biossintese
protéica inicialmente (KRAMER; BOYER, 1995) e, posteriormente pode haver
protedlise (ROY-MACAULEY et al., 1992), o que causa aumento do contetdo de
aminodcidos livres nos tecidos e reducdo no conteldo protéico. Contudo, algumas
proteinas podem ser sintetizadas como as deidrinas, proteinas de choque térmico (HSP),
que tém funcdo na estabilizagdo de outras proteinas citoplasmaticas e membranares
(YORDANOV; VELIKOVA; TSONEV, 2000; HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK,
2001), atuando também na recuperacdo dos danos causados pelos estresses térmico,
osmotico e de desidratacdo (XIONG; SCUMAKER; ZHU, 2002). As aguaporinas,
proteinas intrinseca de membrana, tem papel fundamental nas relagBes hidricas por
facilitar a osmose através de poros especificos na membrana celular (TYERMAN;
NIEMIETZ; BRAMLEY, 2002; BARTELS; SUNKAR, 2005). Sob seca, algumas tem
sua atividade reduzida como as do metabolismo de carboidratos (CHAVES et al., 2002;
VASSEY; SHARKEY, 1989), assim como algumas enzimas dos sistemas
antioxidantes.

Quanto aos mecanismos de tolerancia a seca sob baixo potencial hidrico,
envolve a capacidade da planta em tolerar a desidratagdo. O ajuste osmotico é o
acumulo de solutos osmoticamente ativos na célula (TURNER, 1986; HARE; CRESS,
1997; CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003) que permite a manutengdo da
turgescéncia celular e crescimento mesmo sob déficit hidrico (TYREE; JARVIS, 1982;
LAWLOR; LEACH, 1985; MORGAN, 1984; TURNER, 1986; KOBATA; PALTA,
TURNER, 1992; BRAY, 1993; FUNKHOUSER et al., 1994; PALTA et al., 1994;
KRAMER; BOYER, 1995). A perda de turgor causado pelo déficit hidrico nas plantas
pode parar o crescimento vegetal, além de afetar diversos processos bioquimicos como
a diminuigdo na sintese de proteinas (HSIAO, 1973). Com o ajustamento osmotico, a
planta reduz o seu potencial para extrair agua do solo e desta forma, consegue manter
seus estdOmatos abertos para assimilagdo de CO, (TYREE; JARVIS, 1982; BRAY,
1993). Os principais solutos responsaveis para o ajustamento osmaticos séo: K, NOs,
Cl, SO, malato, aspartato, carboidrato (sacarose, hexoses, manitol), aminoacido
(prolina, glicina betaina) (HANSON; HITZ, 1982; BARTELS; SUNKAR, 2005).
Algumas poucas espécies como Ziziphus rotundifolia Lamk. (ARNDT et al., 2001),
Vitis vinifera L. (PATAKAS et al., 2002), Eucalyptus cloeziana (NGUGI et al., 2003),
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Populus tremula L. e Tilia cordata Mill. (AASAMAA et al., 2004), Olea europaea
(DICHIO et al., 2006) realizam ajuste osmatico.

A agua é o principal fator que determina a disponibilidade de nutrientes no solo,
bem como a absorcdo pelas plantas e translocacéo a partir das raizes para a parte aérea.
O potassio estd envolvido em muitos processos fisioldgico, tais como ativagdo de
enzimas, sintese de proteinas, fotossintese, osmoregulation, extensdo celular,
movimento estomatico, entre outros (MARSCHNER, 1995; MENGEL; KIRKBY,
2001; MENGEL, 2007; FAROOQ et al., 2009). Além disto, o nimero de cloroplastos
por célula, o comprimento celular, e a estabilidade de membranas sdo maiores em
plantas bem supridas em potassio. Maiores suprimentos de potdssio no milho
(PREMACHANDRA; SANEOKA; OGATA, 1991) e na batata (KHOSRAVIFAR et
al., 2008) podem garantir maior producédo durante periodos de seca.

O nitrogénio é necessario em grandes quantidades e constitui muitas moléculas
organicas biologicamente importantes, incluindo proteinas, acidos nucleicos,
aminoacidos, vitaminas, entre outros (DUBEY; PESSARAKLI, 2001; HU;
SCHMIDHALTER, 2005; BARKER; PILBEAM, 2007). De acordo com Bénziger et al.
(2000), cerca de 50% de todo nitrogénio foliar estd diretamente envolvida na
fotossintese. Assim, se o suprimento de nitrogénio é insuficiente, fotossintese é
diminuida por reducédo da area da folha e taxa de fotossintese, bem como a senescéncia
foliar. A deficiéncia de nitrogénio frente ao déficit hidrico também pode levar a inibigdo
do crescimento e clorose foliar (POWER, 1990; MAHIEU et al., 2009). Saneoka et al.
(2004) demonstraram que o0 nitrogénio tem papel importante na manutengdo na
estabilidade da membrana celular e no ajuste osmotico em Agrostis palustris sob seca.

A seca provoca uma redugdo na absorcéo e transporte de fosforo em plantas, e,
consequentemente, induz a redugdo no conteddo do fésforo foliar (DOVE, 1969;
SARDANS; PENUELA, 2004). O fdsforo apresenta um importante papel na
conservagdo e transferéncia de energia no metabolismo celular (JIN et al., 2006;
AMTMANN; BLATT, 2009). E um frequente fator limitante para o desenvolvimento
da planta (SARDANS; PENUELA, 2004), em plantas cultivadas sob deficiéncia de
fosforo apresentam retardado no crescimento, redugdo na maioria dos processos
metabolicos, incluindo células em divisdo e expansdo, bem como a respiragdo e a
fotossintese (MARSCHNER, 1995). Plantas que conseguem absorver o fésforo mesmo

sob déficit hidrico, como as micorrizadas, s mais tolerantes & seca (POWER, 1990).
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2.2.3 Anatomia foliar

Os mecanismos de tolerancia sob alto conteldo de agua, também envolvem
modificacdes morfoldgicas, tais como, manutencdo do crescimento do sistema radicular
em detrimento da parte aérea para extrair 4gua do subsolo (TARDIEU, 1996;
VOLAIRE; THOMAS; LELIEVRE, 1998; BLUM, 2005). A orientacao foliar pode ser
alterada conforme a incidéncia dos raios solares. Sob alta intensidade luminosa, as
folhas podem estar paralelas aos raios para minimizar o tempo de exposi¢éo e evitar o
aumento da temperatura foliar (HSIAO, 1990).

Em plantas de ambiente desértico, como as xerdfitas, apresentam algumas
adaptacOes a condicéo de seca. As folhas sdo pequenas e compactas, apresenta mesofilo
espesso, 0 parénquima palicadico é mais desenvolvido que o lacunoso, apresenta
pequeno volume de espago intercelular, rede vascular compacta (ESAU, 1974). As
xerofitas apresentam muitas vezes uma hipoderme (ESAU, 1974; ARRUDA; MELO-
DE-PINNA; ALVES, 2005), também pode apresentar uma epiderme mdltipla,
principalmente na epiderme superior. Os estdbmatos podem ser encontrados em
depressdes abaixo da epiderme proporcionando uma maior camada limitrofe para
minimizar a perda d’agua para o ambiente (ARRUDA; MELO-DE-PINNA; ALVES,
2005). A presenca de cuticula espessa proporciona uma barreira hidrofébica que
minimizar a perda d’agua para o ambiente (CHAMEL,; PINERI; ESCOURBES, 1991,
KERSTIENS, 1996; KOSMA et al., 2009; TIPPLE et al., 2015). Os tricomas
contribuem para a reflexdo de luz incidente (GALMES et al., 2007b) e manutencio da
camada limitrofe, minimizando a perda d’4gua (BURKHARDT et al., 2012) também

tem funcéo na diminuicéo da temperatura foliar.
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4. MANUSCRITO I - Alta atividade fotossintética sob seca severa e intensidade
da luz em condig¢des de campo contrastante em Calotropis procera uma espécie

sempre verde com metabolismo C;
A ser submetido ao periddico Plant Biology. As normas da revista através do website:

http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(1ISSN)1438-
8677/homepage/ForAuthors.html (Anexo I)
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Resumo

O objetivo principal deste estudo é avaliar o metabolismo foliar de Calotropis procera
sob condi¢Bes de semiarido e litoral. Dois estudos foram realizados em plantas adultas
na estacdo seca e chuvosa de 2012 e 2013, o primeiro em regido semiarida e o segundo
em regido litoranea na areia da praia. Foram realizadas curvas diérias de trocas gasosas,
analise bioquimica de metabolismo primario, nutrientes, estresse oxidativo e analise
anatdmica foliar. No semiérido, C. procera foi exposta a uma estiagem prolongada ao
longo dos dois anos de estudo, apresentando balanco hidrico negativo ao longo de todo
o0 periodo de estudo. No litoral, C. procera foi exposta a estacdo chuvosa compativel
com o esperado. Calotropis procera mesmo exposta a ambientes contrastantes
apresentou alta taxa fotossintética mesmo na estacdo seca sob déficit de pressdo de
vapor (DPV) e densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF) elevados. Também
foi observado aumento de pigmentos fotossintéticos, acimulo de agucares e aumento na
atividade de enzimas do ciclo antioxidativo em ambas as localidades no periodo seco.
Contudo, os ajustes anatomicos foram contrastantes, enquanto no semiérido houve
aumento na espessura do mesofilo no periodo seco, no litoral houve aumento na
espessura da cuticula e aumento na densidade de tricomas. A alta capacidade
fotossintética e a habilidade da parte aérea de C. procera sob condi¢bes de seca

suportam a performance apresentada.

Palavras-chave: invasdo biolégica, fotossintese, estresse oxidativo, fotoprotecao,

anatomia foliar
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1 Introducéo

Algumas espécies possuem a capacidade de colonizar outros ambientes, além do seu
ambiente de ocorréncia natural. As invasbes bioldgicas sdo consideradas a segunda
maior causa de perda de biodiversidade no mundo (Lonsdale 1999; Lake & Leishman
2004). Muitas espécies exoticas introduzidas intencional ou acidentalmente nos
ecossistemas ndo apenas sobrevivem, mas adaptam-se e passam a competir com as
espécies nativas (Adair & Groves 1998; Kimberling 2004).

Calotropis procera é uma espécie invasora, pertencente a familia Apocynaceae e
possui uma ampla distribuicio geografica. E nativa desde o noroeste da Africa (Senegal
e Mauritania) até sudoeste da Asia passando pela Peninsula Arabica, Afeganistdo,
Paquistdo e India (Rahman & Wilcok 1991; Lebrun 1998; Parsons & Cuthbertson
2001). Essa espécie é adaptada a regiGes desérticas e aridas, porém é comumente
encontrada em pastagens, zonas costeiras, proximo a dunas, rodovias e lotes urbanos
degradados (Khan & Malik 1989; Souto et al. 2008). Como caracteristicas de invasoras
(Costa et al. 2009) possui facilidade em dispersar grande quantidade de sementes pelo
vento e répido crescimento, apresentam flores hermafroditas com valor ornamental
(Reichard & Hamilton 1997; Barreto et al. 1999; Lake & Leishman 2004; Cox 2004;
Lloret et al. 2005).

O padrdo global de chuva tem mudado, estiagens prolongadas sdo cada vez mais
frequentes em ambientes aridos e semiaridos. Para tolerar tais condicOes, as espécies
vegetais precisam alterar seu metabolismo fisioldgico, morfol6gico e anatbmico para
minimizar os efeitos deletérios ao aparato fotossintético. As estratégias incluem a
redugdo na condutancia estomatica para restringir a perda d’agua para 0 ambiente em
detrimento da assimilagdo do CO,, principalmente no horario em que a intensidade

luminosa e o déficit de pressdo de vapor sdo méaximos (Ribeiro et al. 2009; Lawson et
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al. 2014); o acimulo de agUcares, amino&cidos que funcionam como osmoprotetores,
antioxidantes e sinalizadores do estresse oxidativo; ativacdo das enzimas do ciclo
antioxidatixo como a superoxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase (Noctor et
al. 2014); e moléculas antioxidantes ndo enzimaticas tais como, carotendides,
glutationa, ascorbato, tocoferol, compostos fendlicos (Van den Ende & El-Esawe 2014);
desenvolvimento do sistema radicular (Fernandez 2014), alteracdo na orientacéo foliar
para reduzir a luz incidente (Joesting et al. 2012), aumento na espessura da cuticula
(Tipple et al. 2015), aumento na densidade de tricomas (Burkhardt et al. 2012).

A maioria dos estudos sobre a C. procera abordam as suas propriedades medicinais
(Magalhdes et al. 2010; Kumar & Padhy. 2011; Jucé et al. 2013; Neto et al. 2013). Em
termos ecofisioldgicos, englobando pardmetros de performance fotossintética e
metabolismo primério, os estudos sdo escassos. Alguns estudos foram realizados com
essa espécie focando a parte ecoldgica (Khan et al. 2007; Oliveira et al. 2009; Barbosa
et al. 2013), outros envolvendo aspectos fisioldgicos em condigdes controladas (Boutraa
2010) e condigOes de campo (Tezara et al. 2011), ou envolvendo essas duas condi¢des
(Frosi et al. 2013).

Dessa forma, o presente estudo investigou quais atributos fisioldgicos e anatdmicos
permitem C. procera apresentar forte tolerancia frente a condigfes ambientais
diversificadas. Em ambiente semiérido e litordneo, o trabalho teve como objetivos (i)
avaliar a performance de trocas gasosas, (ii) avaliar o metabolismo primario e sistema
antioxidativo, (iii) identificar possiveis alteracdes na anatomia foliar, (iv) investigar se
C. procera investe nos mesmos atributos fisiologicos para se desenvolver em ambos 0s

ambientes estudados.

2 Material e métodos

2.1 Delineamento Experimental
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Foram selecionadas duas populagdes de Calotropis procera (Aiton) W. T. Aiton
em dois ambientes distintos no nordeste brasileiro: um no semiarido, municipio de Serra
Talhada (7°57'8.37"S, 38°17'54.07"0); e outro no litoral na praia de Maria Farinha
pertencente ao municipio de Paulista (7°50'33.35"S, 34°50'20.63"0). Foram feitas
quatro visitas em cada &rea de estudo para avaliar dez individuos adultos nas estacdes
seca e chuvosa de 2012 e 2013.

No ambiente semiérido o clima é do tipo BSh segundo classificacdo de Koppen-
Geiger (Alvares et al. 2013) com precipitagdo anual de aproximadamente 700 mm
concentrado nos meses de janeiro a abril. As analises na estagdo chuvosa foram
realizadas em abril de 2012 e margo de 2013; ja na estacdo seca foram realizadas em
novembro de 2012 e 2013. O solo é classificado como podzélico vermelho-amarelo,
com pH 6,6 e a composicdo quimica de fésforo 40 mg.dm™, potassio 0,45 cmolc.dm?,
aluminio 0 cmolc.dm™, calcio 5,05 cmolc.dm™ e magnésio 0,95 cmolc.dm™.

No mesmo periodo, o estudo em ambiente litoraneo foi realizado em uma
populacdo a 200 m de distancia da agua do mar. O clima é As, segundo classificagdo de
Koppen-Geiger (Alvares et al. 2013) com precipitacdo anual de aproximadamente 2050
mm. As analises na estacdo chuvosa foram realizadas em junho de 2012 e maio de
2013; j& na estacdo seca foram realizadas em novembro de 2012 e 2013. O solo é
classificado como areia quartzosa marinha, com pH 7,4 e composicdo quimica de
fosforo 19 mg.dm?, potéssio 0,04 cmolc.dm™, aluminio 0 cmolc.dm™, célcio 1,95

cmolc.dm™ e magnésio 0,9 cmolc.dm™,
2.2 Potencial osmético foliar e status hidrico do solo

Para a determinacdo do potencial osmdtico (¥s) 500 mg do tecido foliar foi

mantido congelado, posteriormente macerado e centrifugado por 10 min a 10.000g a
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4°C o sobrenadante foi usado para medir a osmolaridade (c) (Silva et al. 2010) em
osmdmetro. O potencial osmoético foi  determinado usando a formula:
¥Ys (MPa)= —c x2,58x10°.

As medidas da umidade do solo (US) foram realizadas através do Medidor
Falker HFM 2030 (v/v) os valores foram transformados para dados gravimétricos
através Ug = Uv x 100 / Ds, onde Ug (%) € a umidade gravimétrica, Uv (%) € a
umidade volumétrica, Ds é a densidade do solo (g/cm?).

Mediante os dados de temperatura média do ar e precipitacdo pluviométrica,
calculou-se o balanco hidrico climatico mensal, pelo método proposto por Thornthwaite
& Mather (1955), com o auxilio daplanilhaelaborado por Rolim et al.
(1998), assumindo-se uma capacidade mé&xima de armazenamento de agua no solo

(CAD) igual a 75 e 100 mm para o semiérido e litoral, respectivamente.

2.3 Curva diaria de trocas gasosas

As trocas gasosas foram medidas com o analisador de gases por infravermelho
(IRGA, ADC, model LCi-pro; Hoddesdon, UK) na folha madura mais jovem
completamente expandida sem senescéncia. Foi avaliada a resposta ao longo do dia da
condutancia estomética (gs), assimilagdo liquida de CO, (A), transpiracdo (E) e a
eficiéncia do uso da agua (EUA) foi calculada pela divisdo de A por E. A cada medida,
foi realizada medicOes de temperatura e umidade do ambiente, bem como a radiagdo
luminosa incidente no momento das medicGes para ajuste da densidade de fluxo de
fotons fotossintéticos (DFFF) era ajustado conforme a incidéncia luminosa no momento
da medida. O déficit de pressdo de vapor (DPV) foi calculado para cada medida ao
longo do dia de acordo com Campbell e Norman (1998).

2.4 Anédlise bioquimica foliar
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Em cada dia de visita ao campo, foram coletadas folhas jovens completamente
expandidas, sem sinais de senescéncia, para andlises bioquimicas. As folhas foram
congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e mantidas em freezer a -20°C. Foram
realizadas quantificagBes de carboidratos solUveis totais (CST) (Dubois et al. 1956),
aminoéacidos livres totais (ALT) (Moore & Stein 1948), proteinas solUveis totais (PST)
(Bradford 1976), prolina (Bates et al. 1973), frutose (Handel 1968), sacarose (Foreman
et al. 1973), aclcares redutores (Nelson 1944; Somogyi 1951), pigmentos
fotossintéticos (carotendides, clorofilas a e b) (Lichtenthaler & Buschmann 2001),
nitrogénio (N) e fosforo (P) (Thomas et al. 1967), potassio (K) e sédio (Na) (Silva
1999) e cloro (CI) (Lacroix et al. 1970). A fracdo insoltvel da extracdo de carboidratos
foi usada para determinar o contetdo de amido. O pellet foi hidrolisado por 1 h com 10
unidades de amiloglucosidase, e 0s agucares resultantes foram analisados em um
segundo tempo utilizando D(+) glicose como padrdo (Dubois et al. 1956).

Para andlise do estresse oxidativo foram quantificados o aldeido maldnico
(MDA), peroxido de hidrogénio (H,0O,) e avaliado as atividades das enzimas superdxido
dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e ascorbato peroxidase
(APX, EC 1.11.1.11) segundo metodologias proposta por Cakmak e Horst (1991),
Alexieva et al. (2001), Giannopolitis e Ries (1977), Havir e McHale (1987) e Nakano e

Asada (1981), respectivamente.

2.5 Anatomia foliar
2.5.1 Microscopia Optica
Para a analise de microscopia dptica (MO) foram coletadas de trés individuos

duas folhas maduras mais jovens completamente expandida sem senescéncia no periodo
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seco e chuvoso de 2013. As folhas foram fixadas em FAAs, (formaldeido, &cido acético
e etanol 1:1:18, respectivamente) por 48 horas e em seguida preservadas em etanol 70%
(Johansen 1940). Foram feitos cortes transversais de 10 um de espessura realizados no
micrdtomo rotativo Zeiss modelo HYRAX M55, para realizar medidas de espessura da
cuticula, do mesofilo (parénquima palicddico e lacunoso), da epiderme adaxial e
abaxial, utilizando imagens capturadas em fotomicroscopio com auxilio do software
Image Pro Plus verséo 4.01, sendo tomadas cerca de 25 medidas/folha.

A dissociacdo foi realizada pelo método descrito por Strittmatter (1973) para
realizar medidas de densidade e indice estomatico, densidade e indice de tricomas e
densidade de células epidérmicas de ambas as faces da folha.

2.5.2 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

Fragmentos de 0,5 cm® foram recolhidos a partir da regido central de folha
jovem completamente expandida sem senescéncia no periodo seco e chuvoso de 2013.
O material coletado foi fixado em glutaraldeido (2,5%) em tamp&o de cacodilato 0,1 M
(pH 7,2) e pos-fixados com tetroxido de 6smio e tampé&o de cacodilato 0,1 M (1:1). Em
seguida, as amostras foram desidratadas através de uma série acetonica (30-100%),
submetidas a um ponto critico (CPD 030 BAL-TEC) e subsequentemente metalizado
utilizando ouro (Leica - EM SCD500). A epiderme em vista frontal foi examinada

usando um microscépio eletrénico de varredura (QUANTA 200FEG).

2.6 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a ANOVA fatorial, e quando necessario, as médias
foram comparadas pelo teste Student Newman Keuls com significancia ao nivel de 5%
de probabilidade. A anélise de regressdo mdltipla foi realizada com as varidveis A x

DFFF x DPV e gs x DFFF x DPV, também foi feita analise de regressdo simples entre
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0s parametros A x DFF, A x DPV, gs x DFFF e gs x DPV. As anélises foram realizadas
através do software Statistica 8.0 (StatSoft. Inc., Tulsa, OK 74104, USA).

Também foi realizada anélise multivariada de componente principal (PCA) com
os dados de potencial osmotico, trocas gasosas, bioquimica do metabolismo primario,
estresse oxidativo e nutrientes. Os dados da matriz foram transformados por meio do
ranging para reduzir o efeito da escala numérica entre as diferentes variveis,
permitindo a padronizacdo dos dados. O método de broken stick foi utilizado para
determinar o nivel de importancia de cada eixo. As variaveis que mais contribuiram
para a distingdo dos tratamentos apresentaram valor de correlagdo >0,70. A PCA foi

realizada com auxilio do software Fitopac 2.

3 Resultados
3.1 Condicbes ambientais, umidade do solo e potencial osmético foliar

Ao longo das 12h do periodo diurno (com o nascer do sol as 5:00 e pér do sol as
17:00), C. procera foi exposta & variacdo de DPV e incidéncia luminosa (Fig. 1 I-L). No
inicio da manha o DFFF aumentou até por volta das 8:00 h, se manteve até as 14:00 h e
em seguida decaiu progressivamente até &s 17:00 h. Na parte ascendente da curva (6:00
— 8:00 h), é notavel que na estagdo seca apresenta maior DFFF quando comparado a
estacdo chuvosa. Com relagdo ao DPV, no periodo seco de 2012 foi observado valores
maximos de 3 kPa e 6 kPa para o litoral e semiérido, respectivamente (Fig. 1 I, J).

A precipitagdo anual foi discrepante no semiarido e no litoral, enquanto no
primeiro é esperado 700 mm, no segundo espera-se 2050 mm anual (Fig. 2 A, B).
Durante o periodo de estudo, foi notdvel que a estacdo chuvosa no semiarido
apresentou-se como estiagem prolongada, acumulando um total de 220 mm e 446 mm

em 2012 e 2013, respectivamente o que representa uma reducdo de 70% e 40% de
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acordo com o histdrico dos ultimos 12 anos (Fig. 2 A). Nos meses de analise no periodo
chuvoso houve reducgdo de 77% (abril de 2012) e 60% (margo de 2013) na chuva
esperada para aquele periodo. Em consequéncia, o balanco hidrico anual foi negativo ao
longo dos dois anos de estudo (Fig. 2 C). A umidade do solo ndo apresentou diferenga
significativa entre os meses, ficando em torno de 5% de umidade (dados ndo
mostrados).

No litoral, a precipitagdo acumulada em 2012 (1476 mm) foi 30% menor que o
esperado e em 2013 (2166 mm) foi compativel com a média historica. Em todos os
meses de andlise apresentaram precipitacdo compativel com a média historica, com
excecdo do periodo seco de 2012 que apresentou 90% menos chuva do que o esperado
(Fig. 2 B). Isso refletiu no balanco hidrico que apresentou valores positivos nos meses
chuvosos e negativos nos meses de seca (Fig. 2 D). Além disso, o balanco hidrico na
seca de 2012 foi 50% mais negativo do que na seca de 2013. Entretanto, ndo houve
diferenca (p>0,05) quanto a umidade do solo entre a estagdo seca de 2012 e 2013 (dados
ndo mostrados). Na estacdo chuvosa houve aumento na umidade do solo em relacéo a
estacdo seca em 76% e 80% para 2012 e 2013, respectivamente (dados ndo mostrados).

O potencial osmotico foliar no semiérido apresentou reducéo de 15% na estacdo
seca (2013) em relacdo a estacdo chuvosa de 2013 (dados ndo mostrados). No litoral,
ndo apresentou diferenga significativa entre as estacdes em ambos 0s anos (dados néo

mostrados).

3.2 Curva diaria de trocas gasosas
Em ambas as localidades, apresentaram comportamento das taxas de trocas
gasosas semelhantes. De um modo geral, as trocas gasosas (gs, A e E) avaliadas ao

longo do dia apresentaram aumento progressivo conforme o aumento da incidéncia
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luminosa até as 08:00 h (Fig. 1 A-F). Um pico nas trocas gasosas foi observado as 14:00
h na estagdo seca e chuvosa de 2012 em ambas as localidades. A redugdo nas taxas das
trocas gasosas foi observada conforme a incidéncia luminosa era reduzida até o por-do-
sol. Além disso, C. procera manteve uma alta EUA ao longo do dia, com valores
superiores para o ano de 2012 em relagéo ao ano de 2013 (Fig. 1 G,H).

Mesmo C. procera tendo experimentado uma estiagem prolongada nos anos de
2012 e 2013 no semiarido, os individuos no periodo seco apresentaram valores mais
altos de trocas gasosas (A, gs € E) em relacéo ao periodo chuvoso na maior parte do dia.
No inicio da manh& (06:00-08:00 h), o aumento na A foi de 80% e 90% para os anos de
2012 e 2013, respectivamente; e entre 11:00 h e 14:00 h houve aumento de 40% para
ambos os anos (Fig. 1 C). Na seca de 2012, no inicio da manha (06:30 — 08:00 h) a E
aumentou 50-70% e entre 12:00 h as 14:00 h houve aumento de 60% (Fig. 1 E). J& na
seca de 2013, o aumento na E foi de 60% (07:00-12:00 h) e de 40% entre 13:00 h e
14:00 h. Quanto a gs, entre 07:00 h e 08:00 h houve aumento de 40%, e de 40-60 %
entre 11:00 h e 13:00 h na seca de 2012 (Fig. 1 A). Ja na seca de 2013, a gs apresentou
aumento de 45-55% entre 07:30 h e 13:00 h.

Em ambiente litoraneo, no inicio da manha (6:30-8:30 h) a A foi aumentada em
50% e 20% para 2012 e 2013, respectivamente; por volta das 10:00 — 13:00 h houve
aumento de 25% para o ano de 2012 e de 20% para 0 ano de 2013, sendo as 14:00 com
um pico de 40% (Fig. 1 D). A transpiracdo se manteve em niveis semelhantes ao longo
do dia nos periodos de seca (2012 e 2013) e chuva (2013) (Fig. 1 F). Quanto a gs, 0
aumento no inicio da manha (6:30 — 9:00 h) foi de 60-70% e 15-35% para 2012 e 2013
respectivamente; entre 10:00 h as 13:00 h houve aumento de 25% em 2012, porém ao

meio dia 0 aumento foi de 4% e 20% para 2012 e 2013, respectivamente (Fig. 1 B).
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Com base na regressdo multipla entre A x DFFF x DPV apresentou relagéo
substancial (R* = 0,60) e alta (R* = 0,85) para o semiarido e litoral, respectivamente. O
aumento da taxa fotossintética estd relacionado principalmente com a incidéncia
luminosa (A x DFFF R? = 0,60 e R? = 0,85 para semiérido e litoral, respectivamente) do
que com o DPV (A x DPV R? = 0,28; R* = 0,36 para semiarido e litoral,
respectivamente). Além disso, a regressdo mdaltipla entre gs x DFFF x DPV demonstrou
uma relagdo moderada (R? = 0,35) e substancial (R* = 0,68) para o semiarido e litoral,
respectivamente, indicando que a gs esta mais relacionada com o DFFF (g x DFFF R? =
0,35 e R? = 0,63 para semiarido e litoral, respectivamente) do que com o DPV (gs X

DPV R?=0,14 e R?=0,11 para semiarido e litoral, respectivamente).

3.3 Anélise Bioquimica foliar

Apesar da seca prolongada no semiarido houve a manutencdo do contetdo de
CST, ALT e prolina, ndo apresentando diferenca entre os meses de coleta (Fig. 3 e 4).
Entretanto, foi observado aumento (p<0,05) no contetido da frutose em 50% (2012) e
em 30% (2013), na sacarose em 60% (2012) e em 50% (2013), e nos agUcares redutores
em 66% (2012) e em 82% (2013) no periodo seco em relacdo ao chuvoso (Fig. 3
C,E,G). Também foi observado reducdo (p<0,05) no teor das PST em 73% no periodo
seco de 2013 em relac&o ao chuvoso de 2013 (Fig. 4 E); e reducédo no teor do amido em
86% (2012) e em 52% (2013) no periodo seco em relagdo ao chuvoso (Fig. 3 I).

J& no litoral, alteragbes no acumulo de solutos foliar foram observadas
principalmente no periodo seco de 2013. Na seca de 2012, frutose (Fig. 3 D) e prolina
(Fig. 4 B) aumentaram seus contetdos em 45% e 32%, respectivamente em relacdo ao
periodo chuvoso de 2012. Na seca de 2013 houve aumento (p<0,05) em 39%, 24% e

64% no conteddo de CST, amido e PST, respectivamente em relagdo ao periodo
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chuvoso de 2013; e reducdo (p<0,05) em 37%, 23%, 28% e 20% no contetdo de ALT,
acUcares redutores, sacarose e prolina, respectivamente em relacdo ao periodo chuvoso
de 2013.

Mesmo no periodo seco, foi observado aumento (p<0,05) nos pigmentos
fotossintéticos em relagdo ao chuvoso em ambas as localidades (Fig. 5). No semiarido,
houve aumento, na seca em relacdo ao periodo chuvoso, em todos os pigmentos de
aproximadamente 74% e 65% para 2012 e 2013, respectivamente (Fig. 5 A,C,E). No
litoral, o aumento foi de 25% na seca de 2012 para todos os pigmentos, e na seca de
2013 o aumento observado foi de 22% e 16% para clorofila b e carotendides,
respectivamente (Fig. 5 B,D,F).

No semiérido, foi observado aumento no conteitdo do MDA e manutencdo no
conteido de H,O2 na seca de 2012 em relagdo ao periodo chuvoso de 2012 (Fig. 6 A,C).
No litoral, diferentemente, houve redugéo no contetdo do MDA e aumento no contetdo
do H,0, em 15% na seca de 2012 em relacdo ao periodo chuvoso de 2012 (Fig. 6 B,D).
Ainda na seca 2012, houve aumento de 35% e 77% na atividade da SOD e CAT,
respectivamente em relacdo ao periodo chuvoso de 2012 no semiarido (Fig. 6 E,G); ja
no litoral houve aumento de 53% da SOD e reducéo de 96% na atividade da APX na
seca de 2012 em relacdo ao periodo chuvoso de 2012 (Fig. 6 F,J).

Na seca de 2013 houve reducdo no conteudo do H,O, em 43% e 14% no
semiarido e no litoral, respectivamente; e manutencdo do contelido de MDA em relacdo
ao periodo chuvoso em ambas as localidades (Fig. 6 A-D). No semiérido, houve
aumento de 53% na atividade da SOD e reducdo de 71% na APX na seca de 2013 em
relacdo ao periodo chuvoso de 2013 (Fig. 6 E,I). No litoral, houve aumento de 37% e
73% na atividade da SOD e APX, respectivamente na seca de 2013 em relagdo ao

periodo chuvoso de 2013 (Fig. 6 F,J).
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Com relacdo aos nutrientes no semiérido foi observado menor contetido de K no
periodo seco em 54% (2012) e 27% (2013) em relacéo ao periodo chuvoso (Fig. 7 E).
Aumento de 27% foi observado no P na seca de 2012 em comparacdo ao periodo
chuvoso de 2012 (Fig. 7 C). No litoral, houve aumento do K em 46% (2012) e 30%
(2013) na seca em relacdo ao periodo chuvoso; e do N em 6% (2012) e 20% (2013)
(Fig. 7 B,F); de forma oposta, o contetdo de P apresentou reducdo no seu contetido em
6% (2012) e 20% (2013) (Fig. 7 D); quanto ao Cl houve aumento (19%) em 2012 e

reducédo (58%) em 2013 (Fig. 7J).

3.4 Anatomia

O periodo seco provocou alteragdo nos atributos anatdmicos foliares. No
semiarido, houve aumento (p<0,05) na espessura da folha, do mesofilo, do parénquima
palicadico, do parénquima lacunoso (Tabela 1). Houve reducédo (p<0,05) na espessura
da cuticula em ambas as faces da estacdo seca em relacdo & chuvosa no semiérido
(Tabela 1). Também houve reducéo (p<0,05) na densidade estomatica, tricoma e células
epidérmicas da face abaxial no periodo seco em relacdo a face abaxial do periodo
chuvoso (Tabela 1). J& no litoral, a espessura do parénquima pali¢adico, do mesofilo, da
folha total sofreu redugdo no periodo seco (Tabela 1). Porém, houve aumento na
densidade e no indice de tricomas e espessura da cuticula em ambas as faces no periodo

seco (Tabela 1).

3.5 Anélise multivariada através do componente principal
A PCA realizada com todos os parametros analisados com excegéo dos atributos
anatdmicos revelou a distingdo de quatro grupos, formando um gradiente hidrico para

ambas as localidades (Fig. 8). No semiarido, a PCA foi responsavel por 71,7% da
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variancia total do conjunto de dados, sendo 45,7% no primeiro componente principal
(PC1) e 25,98% no segundo componente principal (PC2) (Fig. 8 A). Para o PC1 as
variveis que mais contribuiram para a separacdo dos grupos (autovetor > 0,7) por
ordem de importancia foram: A as 6h, A as 12h, sacarose, carotendides, E as 12h,
clorofila a, E as 4h, EUA as 6h, frutose, clorofila b, A asl4h, gs as 12h, P, K, PRT e Na.
Para 0 PC2 que mais contribuiram para a separa¢do dos grupos (autovetor > 0,7) por
ordem de importancia foram: EUA as 8h, MDA, gs as 6h, EUA as 14h, E as 16h, EUA
as 12h, gs as 8h, A as 16h e CAT. O PC1 gerou um gradiente hidrico formado pelos
periodos de seca 2012 (1 mm), seca 2013 (5 mm), chuva 2013 (38 mm) e o PC2 separou
0 periodo chuvoso de 2012 (20 mm) dos demais grupos (Fig. 8 A).

No litoral, a PCA foi responsavel por 76,8% da variancia total do conjunto de
dados, sendo 46,29% no PC1 e 30,54% no PC2 (Fig. 8 B). Para o PCL1 as variaveis, por
ordem de importancia (autovetor > 0,7), que mais contribuiram para a separagdo foram:
E as 8h, gs as 16h, A as 8h, E as 14h, E as 10h, SOD, gs as 8h, A as 16h, E as 16h, A as
14h, K, frutose, clorofila a, gs as 10h, APX e gs as 14h. Para o PC2 as variaveis mais
correlacionadas foram amido, CST, acUcares redutores, PST, ALT, N, clorofila b, CI, P,
carotendides e prolina. O PC1 gerou um gradiente hidrico formado pelos meses de seca
2012 (5 mm), chuva 2013 (375 mm), chuva 2012 (550 mm) e o PC2 separou a seca

2013 (75 mm) dos demais grupos (Fig. 8 B).

4 Discussao

A escassez de chuva, que proporciona déficit hidrico no solo do Nordeste

brasileiro, € acompanhada por outros fatores limitantes para producdo vegetal, como

alta incidéncia luminosa, alta temperatura e baixa umidade. Calotropis procera, apesar
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de apresentar metabolismo Cs, € nativa de ambiente arido, dessa forma, sendo capaz de
apresentar tolerancia a seca, salinidade, alto DPV e alta incidéncia luminosa (Khan et al.
2007; Tezara et al. 2011; Frosi et al. 2013). Entretanto, ainda é pouco compreendido o
sucesso por trds de sua distribuicdo em ambientes contrastantes. Assim, 0 Nnosso
objetivo foi avancar no conhecimento sobre os mecanismos pelos quais C. procera
torna-se tolerante a seca mesmo em ambientes discrepantes, como o semidrido e
litoraneo.

No ambiente semiérido e litoraneo, C. procera experimentou alta variacdo de luz
e DPV ao longo do dia, com regimes hidricos diferenciados entre as localidades, que
proporcionaram a manutenc¢do do balango hidrico do solo negativo na estagdo seca no
ambiente litoraneo e no semiéarido ao longo dos dois anos de estudo (Fig. 2). Apesar
desse cenario desfavordvel para a maioria das plantas Cs, C. procera apresentou
tolerédncia a essas condigbes ambientais, mantendo altas taxas de trocas gasosas,
alterando o metabolismo bioquimico e ajustando as estruturas anatdmicas em ambos 0s
ambientes, de forma diferente, o que é um indicativo da plasticidade da espécie.

Independente da estagdo do ano e do local de estudo, a curva diaria de trocas
gasosas em C. procera apresentou comportamento semelhante, com a estagdo seca
apresentando as maiores taxas fotossintéticas em relacdo a estacdo chuvosa (Fig. 1).
Através da regressdo feita (A x DFFF x DPV) foi possivel observar que independente da
precipitacdo, a fotossintese em C. procera responde mais fortemente a luz do que ao
DPV. Resultados semelhantes foram encontrados por Frosi et al. (2013), que avaliaram
0 comportamento das trocas gasosas ao longo do dia em C. procera, verificando
maiores taxas de trocas gasosas no periodo seco. Diferentemente, outra Apocynaceae
com metabolismo Cs;, sempre verde de ambiente arido, a Rhazya stricta, apresentou

reducgdo na gs, A e E quando os valores de DFFF e DPV foram méaximos (Lawson et al.
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2014). Gatti e Rossi (2010) também verificaram reducéo na fotossintese nas horas mais
quente do dia em Pistacia lentiscus. Esses resultados indicam que C. procera apresenta
uma alta eficiéncia fotossintética e a alta eficiéncia do uso da luz (Schulten et al. 2014).

A conduténcia estomatica apresentou curso diério semelhante ao da fotossintese,
mantendo valores baixos ao longo do dia, tendo como valor maximo na seca de 2012
0,2 e 0,1 mol.m?s™ para o semiérido e litoral, respectivamente (Fig. 1 A,B). Esse
comportamento indica que a gs ndo foi limitante para a fotossintese. Por outro lado,
como a maioria das plantas Cs, R. stricta apresentou valor alto de gs 0,45 mol.m?.s™ as
8:00 h e em seguida o valor decresce (0,05 mol.m?.s™) até as 14:00 h quando o DFFF e
DPV foram maximos (Lawson et al. 2014). E comum observar plantas de metabolismo
Cs em ambientes aridos com baixa gs, mas consequentemente acarretando na limitacéo
da assimilagdo de CO, (Niinemets & Keenan 2014; Kropp & Ogle 2015). A baixa taxa
na condutancia estomatica associada a altas taxas de fotossintese em C. procera pode ter
sido garantida pela manutencdo da condutancia mesofilica, como foi observado em
plantas jovens de C. procera submetidos ao déficit hidrico (dados néo publicados).

No presente estudo a C. procera foi exposta a ciclos recorrentes de seca, uma
vez que presente sob sazonalidade em ambiente semiérido e litoraneo. Contudo, no
periodo de estudo, 2012 e 2013 no semidrido, houve redugdo na precipitacdo nas
estacOes chuvosas, proporcionando uma maior intensidade do estresse no periodo seco o
que resultou em respostas diferentes de um ano para o outro. Na seca de 2012 no
semiarido a tolerancia foi observada principalmente pela alta EUA (7:00 — 14:00 h),
mesmo apresentando maior gs, 0 que pode ter sido proporcionada pela maior incidéncia
luminosa e maior DPV nesse periodo (evidenciada pela regressdo gs x DFFF e gs x
DPV) (Fig. 1 A,G,I,K). Ja na seca de 2013 no semiarido, C. procera manteve a gs baixa

(6:00 — 15:00 h), poréem com altos valores de fotossintese (6:15 — 10:00 h) e reducéo do
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potencial osmotico. Sob condigBes estressantes, as plantas podem manter a homeostase,
porém a resposta dependerd do tempo, da intensidade e do nimero de eventos ao
estresse (Chaves et al. 2009). Estudos recentes demonstram que quando a planta passa
por um evento de estresse e esse evento é recorrente a planta tende a apresentar maior
tolerancia, evento conhecido como hardening (Walter et al. 2011; Rivas et al. 2013).

A variacdo sazonal proporcionou alteracdo no metabolismo primario de C.
procera. No semiarido, o acumulo dos acucares (frutose, sacarose e aglcares redutores)
e a manutencéo dos amino&cidos pode ter sido garantido pela alta taxa fotossintética ao
longo do dia. Para prevenir o estresse oxidativo as plantas tém desenvolvido mecanismo
de sintese e acimulo de agUcares e aminoacidos (Liu et al. 2011). Em C. procera houve
0 acimulo de sacarose, frutose e agUcares redutores que podem atuar como
sinalizadores, dreno de elétrons e atuam como sequestradores de ERO, evitando o
estresse oxidativo (Ramel et al. 2009; Labanowska et al. 2013; Filek et al. 2015). No
litoral, C. procera apresentou ajuste no metabolismo bioguimico nos dois anos de
estudo, entretanto esse ajuste foi maior em 2013. Na seca de 2012, as plantas
apresentaram aumento apenas na frutose e prolina, que pode ter auxiliado na prevencéo
do estresse oxidativo (Liu et al. 2011). A prolina tem papel no sequestro de radical
hidroxila (Smirnoff & Cumbes 1989) e na estabilidade de membrana (Rudolph 1986) o
que foi comprovado pelo menor conteddo do MDA. Na seca de 2013, o acumulo de
proteina, amido e CST pode ser um indicativo de crescimento das plantas, pode ter sido
exposta a um balanco hidrico menos negativo em relacdo a seca de 2012. Além disso, é
na estacdo seca que hd uma exigéncia energética maior por causa do pico de
florescimento e frutificacdo naquele periodo (Sobrinho et al. 2013).

O aumento dos pigmentos fotossintéticos na estacdo seca em ambas as

localidades (Fig. 5), pode ter garantido a manutencdo de uma alta taxa fotossintética
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naquele periodo, além de funcionar como dreno de elétrons (Lawlor e Cornic 2002). O
sucesso da fotossintese também depende da capacidade de fotoprotecdo. Os
carotendides sdo moléculas com papel fundamental na dissipagdo do excesso de energia
como forma de calor, tal como o ciclo das xantofilas, evitando dano ao aparato
fotossintético (Domonkos et al. 2013; Esteban et al. 2015). Além disso, os carotenoides
sdo precursores de biomoléculas com papel importante na sinalizacdo do estresse
oxidativo (Ramel et al. 2012; Esteban et al. 2015), e também funcionam como
antioxidante, atuando na eliminacdo do oxigénio singleto (Cazzaniga et al. 2012), bem
como na memdria ao estresse luminoso a curto e longo prazo (Garcia-Plazola et al.
2012; Esteban et al. 2015).

A estiagem prolongada ao longo dos dois anos de estudo no semiérido
proporcionou dano oxidativo no periodo seco de 2012 e no periodo chuvoso e seco de
2013. O dano na membrana plasmética foi evidenciado pelo aumento no conteido do
MDA, causado por ERO capazes de realizar a peroxidagdo lipidica da membrana, como
oxigénio singleto e radical hidroxila. O aumento na atividade da CAT pode estar
relacionado ao aumento da fotorrespiracédo, pois o produto H,O, é degradado pela CAT
no peroxissomo (Hagemann et al. 2013). J& no ambiente litoraneo, ndo foi observado
aumento de dano nas membranas no periodo seco, uma vez que 0 aumento na atividade
da SOD minimizaria o efeito deletério do superoxido (O”) que apresenta toxicidade
mais elevada que o H,O, (Filek et al. 2015). Além da SOD, na seca de 2013 houve um
aumento na atividade da APX como forma de reduzir o contetdo de H,O presente no
cloroplasto (Asada 1999).

A manutengdo do conteudo elevado de nitrogénio foliar (semiérido e litoral)
pode esté relacionada a altas taxas fotossintéticas (Oliveira et al. 2014), onde a alocacéo

de nitrogénio para a fotossintese é evidenciada pela manutengdo dos ALT, prolina e
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PST. Em estudo realizado por Oguchi et al. (2003) foi demonstrado que a taxa
fotossintética aumenta com o incremento do conteldo de nitrogénio em Chenopodium
album. As altas taxas fotossintéticas também podem ter sido garantidas pela
manutenc¢do no contetido de fésforo foliar (semiérido, seca 2012), no qual o suprimento
de fdésforo garante a capacidade da Rubisco em fixar CO,, pois 0 P é constituinte do
NADPH e ATP, necessarios para a fixagdo do CO,, e na capacidade de regeneragdo da
ribulose 1,5-bifosfato (RuBP) (Warren 2011; Singh et al. 2013). O aumento no
contetdo de potéssio no semiérido no periodo seco, pode auxiliar na manutengdo das
taxas fotossintéticas (Marschner & Marschner 2012), pois estd relacionado com a
ativacéo de varias enzimas, com a osmoregulacdo, controle do movimento estomaético e
manutencdo da presséo de turgor (Pervez et al. 2004). Estudo realizado por Wang et al.
(2015) demonstraram que plantas de soja sem deficiéncia de potassio apresentou
aumento da fotossintese com o aumento da incidéncia luminosa. Além disso, é
importante destacar que a maior concentracdo de potassio no periodo seco no litoral
pode ter sido proporcionada pelo periodo de menor lixiviagdo, entretanto no semiarido a
maior concentragdo do K no periodo chuvoso pode ter sido favorecido pelo fluxo de
massa (Oliveira et al. 2004).

As condigBes ambientais também interferiram nos atributos anatémicos de C.
procera diferentemente no semiarido e litoral. No semiarido, houve aumento na
espessura do mesofilo, onde estd localizado o maquinario fotossintético, sendo
importante para a organizagdo dos cloroplastos na superficie celular do mesofilo,
favorecendo a assimilacéo do CO; (Oguchi et al. 2003). Ja no litoral, houve aumento da
espessura da cuticula que proporciona uma barreira hidrofébica a fim de minimizar a
perda d’agua para o ambiente (Kerstiens 1996; Kosma et al. 2009; Tipple et al. 2015).

O aumento na densidade de tricomas contribui para a reflexao de luz incidente (Galmés
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et al. 2007) e manutengdo da camada limitrofe, minimizando a perda d’agua (Burkhardt
et al. 2012). Em concordancia, foi constatado aumento na densidade de tricomas em C.
procera em ambiente costeiro considerado como semi-desértico na Venezuela (Tezara
et al. 2011). Desta forma, a cuticula e os tricomas exercem um papel fundamental no
ambiente litoraneo sob alta incidéncia de vento e luz para manutencdo da camada
limitrofe e fotoprotecdo de C. procera (Tezara et al. 2011), minimizando os efeitos
deletérios do excesso de energia e fazendo uso eficiente da luz incidente para
fotossintese. Além disso, em ambas as localidades a MEV revelou que os estdbmatos
estdo inseridos dentro de uma camera (Fig. 9), que proporciona um microclima
favordvel com a manutengdo da camada limitrofe que evita maiores perdas d’agua pela
transpiracdo, proporcionando o aumento da EUA.

O resultado da PCA nos permite entender como o conjunto de dados fisioldgicos
influencia na interpretacdo das respostas das plantas as condi¢cbes ambientais. O
gradiente hidrico formado no semiérido constituido pela seca de 2012 (1,6 mm), seca de
2013 (3,9 mm) e chuva de 2013 (38 mm), indica que quanto menos chuva maior 0s
scores das trocas gasosas no periodo entre 12:00 e 14:00 h, bem como o maior acumulo
de frutose, sacarose e pigmentos fotossintéticos. Isso nos leva a crer que, a fungéo
antioxidante dos acucares e dos carotendides favoreceram a protecdo ao aparato
fotossintético para manutencdo das trocas gasosas. Um gradiente hidrico também foi
observado por Gatti e Rossi (2010) entre os meses de maio-setembro de 2004, porém
com as taxas fotossintéticas aumentando conforme o aumento da precipitacdo em P.
lentiscus. Diferentemente ao presente trabalho, Palacio et al. (2007) observaram que o
contetdo do CST aumenta conforme a precipitagdo aumenta em Linum suffruticosum.
Além disso, com a andlise multivariada, foi possivel observar que h4 uma separacéo da

estacdo chuvosa de 2012 em relagdo aos demais grupos, provavelmente pelo fato desse
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periodo ter sido mais ameno que os demais, proporcionando maior EUA, menor dano
oxidativo na membrana plasmética, bem como reducéo na atividade da CAT e SOD.

No litoral, pela analise multivariada PCA, também foi verificado um gradiente
hidrico formado pela seca de 2012 (5 mm), chuva de 2013 (375 mm) e chuva de 2012
(550 mm), indicando que quanto menos chuva maior as trocas gasosas no periodo de
08:00 — 16:00, bem como maior concentragdo de frutose e atividade da SOD que
apresenta papel antioxidante fundamental ao aparato fotossintético. Diferentemente,
Huang e Zhang (2016) observaram que a transpiracdo em Caragana korshinskii e
Artemisia ordosica aumentava conforme aumentava a quantidade de chuva entre 2008 e
2010. Além disso, na seca de 2013 mesmo apresentando altas taxas de trocas gasosas
ndo fez parte desse gradiente hidrico, pois apresentou uma atividade metabdlica mais
ativa do que nos demais meses. Sugere-se que as condi¢Oes sofridas por C. procera na
seca 2013, sobretudo pela precipitacdo esperada de 75 mm, para aquele periodo, tenha
favorecido um maior ajuste no metabolismo primario.

Os dados apresentados sob ambas as condicdes estudadas mostraram que C.
procera apresentou multiplos ajustes para tolerar as condi¢fes ambientais em ambas as
localidades. Alguns dos ajustes podem ser notados nos dois ambientes, embora o regime
hidrico seja completamente diferente entre o semiérido e o litoral. A fotossintese se
manteve elevada no periodo seco mesmo no ponto méximo de DPV e DFFF em ambas
as localidades. C. procera utiliza os agUcares e o0s carotendides como moléculas
antioxidantes e sinalizadoras do estresse oxidativo. Além disso, a SOD e a CAT sdo as
principais enzimas utilizadas para combater o estresse oxidativo na seca. A atuagdo da
APX é mais destacada em momentos diferentes no semiarido (seca 2012) e litoral (seca
2013). Sob ambientes diferentes, C. procera apresentou atributos anatdmicos

discrepantes. Nas plantas do litoral apresentou aumento na espessura da cuticula e
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densidade dos tricomas que proporciona maior fotoprote¢cdo e manutengdo da camada
limitrofe, j& no semiérido apresentou aumento na espessura do mesofilo relacionada a
alta capacidade fotossintética de C. procera. Nossos resultados colaboram para o
avanco do entendimento de como uma espécie C; e sempre verde apresenta um
metabolismo fotossintético intenso sob condicBes estressantes, divergindo de outras

espécies com 0 mesmo tipo de metabolismo.
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Tabela

Tabela 1. Atributos anatdmicos de Calotropis procera nas estagdes chuva e seca de 2013 no ambiente semiérido e litoraneo no Nordeste

brasileiro. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Student Newman Keuls (p<0,05).

Semiarido
Atributo Seca Chuva Seca Chuva

Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial
Densidade estomética (0,02mm?®) 12,65 10,15° 11,65% 12,45% 11,05™ 11,20 10,40 11,30
indice estomético (%) 9,03 8,77 7,36 7,33 10,36™° 8,33 8,24 9,14
Densidade de tricoma (0,02mm?) 12,308 10,60° 12,058 17,95% 8,75° 14,00% 5,75° 8,25°¢
indice de tricoma (%) 9,73\ 9,37 7,49 9,96 8,13* 10,09* 4,698 6,318
Densidade célula epidérmica (0,02mm?) 137,755%¢ 125,05¢ 146,058 158,75* 115,70™ 123,20 116,15 113,85
Cuticula (um) 3,16° 3,08° 3,30% 3,62" 3,95% 3,38° 2,97° 2,92¢
Espessura da epiderme (um) 13,1178 12,475¢ 14,00* 11,89¢ 13,71% 10,36° 14,85 10,448
Espessura parénquima palicadico (pm) 142,48* 105,728 113,398 140,45*
Espessura parénquima lacunoso (um) 323,48 246,23° 286,84"° 301,06
Espessura total do mesofilo (pm) 465,97* 351,958 400,238 441,50*
Espessura da folha (jum) 491,67* 391,338 458,158 486,44
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Fig. 1 Curva diaria em plantas de Calotropis procera nas esta¢des chuva e seca de 2012
e 2013 no ambiente semiarido e litordneo no Nordeste brasileiro. (A, B) Condutancia
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Fig. 2 Precipitacdo acumulada mensal e média histérica dos dltimos 12 anos (2004 -
2015 no semiarido (A) e litoral (B); balango hidrico no semiérido (C) e litoral (D). Seta
indica os meses de medidas e coletas.
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Fig. 3 (A,B) Carboidratos soluveis totais (CST), (C,D) frutose, (E,F) sacarose, (G,H)
acucares redutores (AR) e (1,J) amido ) em plantas adultas de Calotropis procera sob
condicBes de semidrido e litoral no Nordeste brasileiro, nas estagdes chuvosa e seca de
2012 e 2013 (n=4%E.P). Valores seguidos por letras diferentes diferem entre si pelo
teste de Student Newman Keuls (p<0,05).
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Fig. 4 (A,B) prolina, (C,D) amino&cidos livres totais (ALT), (E,F) proteinas solUveis
totais (PST) em plantas adultas de Calotropis procera sob condi¢des de semiarido e
litoral no Nordeste brasileiro, nas estagdes chuvosa e seca de 2012 e 2013 (n=4£E.P).
Valores seguidos por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Student Newman

Keuls (p<0,05).
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Fig. 5 (A,B) Clorofila a (Chl a), (C,D) Clorofila b (Chl b) e (E,F) carotendides em
plantas adultas de Calotropis procera sob condi¢des de semiarido e litoral no nordeste
brasileiro, nas estagdes chuvosa e seca de 2012 e 2013 (n=4xE.P). Valores seguidos por

letras diferentes diferem entre si pelo teste de Student Newman Keuls (p<0,05).
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Fig. 6 (A,B) Aldeido mal6nico (MDA), (C,D) perdxido de hidrogénio (H20,), (E,F)
superoxido dismutase (SOD), (G,H) catalase (CAT) e (1,J) ascorbato peroxidase (APX)
e em plantas adultas de Calotropis procera sob condi¢des de semiarido e litoral no
Nordeste brasileiro, nas estacdes chuvosa e seca de 2012 e 2013 (n=4%E.P). Valores
seguidos por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Student Newman Keuls
(p<0,05).
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Fig. 7 (A,B) Nitrogénio (N), (C,D) fésforo (P), (E,F) potassio (K), (G,H) sodio (Na),
(13) cloro (CI) em plantas adultas de Calotropis procera sob condicdes de semiérido e
litoral no Nordeste brasileiro, nas estagdes chuvosa e seca de 2012 e 2013 (n=4£E.P).
Valores seguidos por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Student Newman

Keuls (p<0,05).

71



Chuva 2013

Chuvd 2013
Chuva 2013
[

PCOZ (25.98%)

Seca 2013
Secd 2013

s;:*ﬂm

Seca 2012
Seca2012

Chuva 2012

Crung 2012
Chuva 201

[

A
Seca 2012

PCO1 (45,76%)

Churva 2013

avlgma
Chrna®012  crunlona

S

Seca 2013
Seca 2m13

Seca 2013
Y

PCOL (46,29%)

Fig. 8 Analise multivariada de componente principal (PCA) com os dados de potencial
osmotico, trocas gasosas (Fig. 1), bioquimica do metabolismo primério (Fig. 3 e 4)
pigmentos fotossintéticos (Fig. 5), estresse oxidativo (Fig. 6) e nutrientes (Fig. 7) de
Calotropis procera sob condi¢des de semiérido (A) e litoral (B) no Nordeste brasileiro,
nas estagcdes chuvosa e seca de 2012 e 2013 (n=3).
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Fig. 9 Microscopia eletronica de varredura (MEV) na face abaxial de Calotropis
procera proveniente da seca de 2013 sob condicfes de semiérido (A) e litoral (B) no
Nordeste brasileiro.
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5. MANUSCRITO Il - Condutancia mesofilica e mecanismos fotoprotetores
suportam a performance fotossintética sob déficit hidrico e reidratacao de
Calotropis procera uma Cs nativa de regido desértica

A ser submetido ao periddico Environmental and Experimental Botany. As normas da
revista atraves do website:
http://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/267?generatepdf=true
(Anexo 1)
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Resumo

Calotropis procera tem metabolismo fotossintético Cs € um excelente modelo para se
estudar tolerdncia do maquinario fotossintético a seca. Um experimento em casa de
vegetacdo, com plantas jovens de C. procera, foi conduzido sob dois regimes hidricos,
controle (irrigado) e seca (suspensdo de rega). Foram avaliadas as trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a, quantificagdo de solutos do metabolismo primario,
atividade de enzimas do sistema antioxidativo, anatomia foliar e também foram
realizadas curva A/C; e curva diaria de trocas gasosas. Calotropis procera alcangou o
estresse maximo ap6s 10 dias de suspensdo de rega, com redugdo da condutancia
estomatica (gs), assimilacdo de CO; (A), quenching fotoquimico (gP), taxa de transporte
de elétrons (ETR), rendimento quéntico do PSIl (Fg/Fm’); e com o aumento da
eficiéncia do uso da agua (EUA), quenching ndo-fotoquimico (NPQ), fotorrespiracéo,
carboidratos sollveis totais (CST), aminoacidos livres totais (ALT), prolina,
carotendides, bem como na atividade da superéxido dismutase (SOD), aumento na
espessura da cuticula e na densidade de tricomas. Apés 48h de reidratacdo, C. procera
apresentou recuperacdo nas taxas de trocas gasosas e atividade fotoquimica que foi
garantida pelo aumento da condutancia mesofilica (gm), reducdo na fotorrespiragéo,
aumento do CST, ALT, proteina sollveis totais (PST), prolina, dos pigmentos
fotossintéticos, SOD e ascorbato peroxidase (APX). Nossos resultados, mostraram que
sob um CHR de 50% C. procera consegue aumentar os mecanismos de protecdo do
maquinario fotossintético e manter proximo ao controle os pardmetros diretamente

relacionados a assimilacéo de CO, foliar.

Palavras-chave: curva A/C;, seca, fotorrespiragao, estresse oxidativo, fotoprotegéo
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1. Introducéo

O déficit hidrico é considerado um dos fatores abidticos mais limitante para o
crescimento, desenvolvimento e produtividade das plantas, particularmente nas regies
tropicais (Zhu et al., 2012, Donohue et al., 2013). Se as previsdes de mudangas
climéticas globais se confirmarem, a irregularidade pluviométrica e longos periodos de
seca seréo mais comuns (IPCC, 2013).

A restricdo hidrica leva a planta ao fechamento estomatico através da sinalizagéo
enviada da raiz a parte aérea, levando a reducdo nas trocas gasosas devido ao aumento
na resisténcia do CO, causada pelo aumento da limitacdo estomatica e mesofilica
(Lawlor e Cornic 2002; Santos et al., 2004; Flexas et al., 2007; Chaves et al. 2009). Sob
deficiéncia hidrica progressiva, o grau de limitagdo da fotossintese pela condutancia
estomatica é reduzido gradativamente, entretanto, a limitagdo ndo estomatica aumenta,
entre esses fatores est4 a condutancia mesofilica que pode responder a restri¢cao hidrica
e subsequente reidratacdo com velocidades diferenciadas comparativamente a
condutancia estomatica (Flexas et al., 2009; Galle et al., 2009; Hu et al., 2010; Warren
et al., 2011). A aclimatacdo da condutincia mesofilica durante uma seca prolongada e
reidratacdo representa um caminho efetivo para otimizar a difusdo do CO, diante de
uma oferta limitada, aumentando a atividade fotossintética e eficiéncia do uso da agua
durante e apds o estresse (Flexas et al., 2012).

Respostas fotoquimica e bioquimica da fotossintese sdo também alteradas em
condicdo de déficit hidrico, no qual geralmente hd uma redugdo do quenching
fotoquimico e aumento do quenching ndo fotoquimico (Baker, 2008).

O maquinario fotossintético de plantas Cs; pode ser melhor avaliado, através da
curva da fotossintese em fungdo da concentracdo interna de CO, (A/C;). A curva A/C;

fornece dados in vivo sobre a limitacdo da carboxilagdo da Rubisco principalmente em
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duas fases através (1) cinética da Rubisco, quando a concentracdo de CO; € baixa e (2)
com relacdo a taxa méxima de transporte de elétrons usada na regeneracdo da RuBP,
quando a concentracdo de CO; é elevada (Long e Bernacchi 2003; Sharkey et al., 2007).

Plantas de metabolismo fotossintético C; podem ser limitadas pela baixa
disponibilidade de CO,, pouco toleram temperaturas elevadas (Yin e Struik, 2009) e
apresentam alta fotorrespiracdo em relagdo a taxa fotossintética, principalmente sob
restricdo hidrica (Ehleringer et al. 1991). A fotorrespiracdo € um pardmetro importante,
pois funciona como um dreno forte de elétrons, proporcionando fotoprotecéo ao aparato
fotossintético (Lawlor e Cornic 2002, Voss et al., 2013). Devido a essa limitagéo, essas
plantas geralmente apresentam maiores condutancias estométicas para a captagdo do
CO,, e consequentemente, maiores taxas transpiratorias € uma menor eficiéncia do uso
da agua. Entretanto, Calotropis procera, uma espécie sempre verde originaria da Africa
e Asia em regides desérticas de metabolismo fotossintético Cs (Sayed e Mohamed,
2000), apresenta picos de floracéo e frutificacdo na estacéo seca, como observado por
Sobrinho et al. (2013) no semiérido, 0 que exige muito do metabolismo de carbono.
Estudos realizados por Frosi et al. (2013) também no semiarido mostrou um
comportamento inverso ao caracteristico para esse tipo de metabolismo, no qual as
plantas de C. procera apresentaram uma baixa condutancia estomatica, com taxas
elevadas de assimilag&o, sendo superior na estagéo seca.

Calotropis procera é um bom modelo para identificar quais atributos fisioldgicos
permitem a alta performance do metabolismo fotossintético em ambientes com severa
restricdo hidrica. Nossa hipdtese é que a habilidade do metabolismo fotossintético de C.
procera sob restricdo hidrica € devido a eficiéncia da condutancia mesofilica em se
manter ou até mesmo se tornar maior em relagdo as plantas bem hidratadas. Para isso, 0

estudo teve como objetivos (i) avaliar a performance fotossintética, (ii) avaliar o
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metabolismo bioquimico primério e sistema antioxidativo, (iii) identificar possiveis
alteracbes na anatomia foliar de plantas jovens de C. procera sob deficiéncia hidrica

controlada em potes.

2. Metodologia

2.1 Material vegetal e condicOes de crescimento

Sementes de Calotropis procera (Aiton) W.T. Aiton (Apocynaceae) foram
coletadas no municipio de Serra Talhada, Pernambuco, Brasil (7°57'8.37"S,
38°17'54.07"0). O clima é do tipo BSh, segundo classificacdo de Kdppen (Alvares et
al., 2013), com precipitacdo anual de aproximadamente 700 mm concentradas entre
janeiro a maio. Apos a germinacdo, as plantulas foram transferidas para potes contendo
10 kg de solo franco arenoso proveniente da area onde foram coletadas as sementes e
mantidas hidratadas em casa de vegetagao.

Apoés trés meses, foram diferenciados dois tratamentos: controle (irrigado
diariamente com 100% capacidade do pote, 400mL) e seca (suspensdo de rega). O
estresse maximo foi determinado quando a condutancia estomatica atingiu valor igual a
zero (10° dia apds a suspensdo de rega). Em seguida as plantas foram reidratadas por
cinco dias consecutivos.

2.2 Contetdo hidrico relativo foliar (CHR), Status hidrico do solo e Potencial osmético
foliar (W)

Foram realizadas medidas de contetdo hidrico relativo (CHR) foliar seguindo
metodologia proposta por Barrs e Weatherley (1962). As medidas da umidade do solo
(US) foram realizadas através do Medidor Falker HFM 2030 (v/v) os valores foram
transformados para dados gravimétricos atraves Ug = Uv x 100 / Ds, onde Ug (%) é a

umidade gravimétrica, Uv (%) é a umidade volumétrica, Ds é a densidade do solo
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(g/cm®). Para a determinacdo do potencial osmético (¥s) 500 mg folha mantida
congelada foi macerada e em seguida centrifugada por 10 min a 10.000g a 4°C o

sobrenadante foi usado para medir a osmolaridade (c) (Silva et al. 2010) em osmémetro.

O potencial osmoético foi determinado usando a formula: ¥'s (MPa) = —c x 2,58 x 10°
3.
2.3 Trocas gasosas e Fluorescéncia da clorofila a

Os valores para as trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a foram obtidas
com um analisador de gas por infravermelho (IRGA, LI-COR, modelo LI-6400XT,
Lincoln, NE, EUA) com uma camara de fluorescéncia (6400-40) acoplada com uma
4rea de 2 cm? e um fluxo de gés de 400 mmol.s™. Para avaliar a variavel fluorescéncia
da clorofila a, as folhas foram adaptadas ao escuro durante 30 minutos para determinar
a fluorescéncia minima da clorofila (Fo). Em seguida a fluorescéncia méxima da
clorofila (Fm) foi obtida por um pulso de saturagdo a ~ 7800 mmol.m2.s™. A emissio
de fluorescéncia a um estado de equilibrio (Ft) e a emissdo maxima de fluorescéncia
(Fm’) foram determinados para folhas adaptadas a luz submetidas a fotossintese estavel.
As medidas foram realizadas entre 8:00 e 9:00, em folha completamente expandida com
densidade de fluxo de fotons fotossintético (DFFF) de 900 pmol.m?.s™. Foram obtidos
valores de assimilagdo liquida de CO, (A), condutancia estomatica (gs), eficiéncia do
uso da agua foi calculada pela razdo da assimilacdo liquida de CO, e taxa de
transpiracdo (E) (EUA=AJE). Por meio da fluorescéncia da clorofila a foi calculado
segundo Baker (2008) a eficiéncia quéntica mé&xima do PSII (Fv/Fm), eficiéncia
maxima do PSIl (Fv’/Fm’), rendimento quantico do PSIlI (Fg/Fm’), quenching
fotoquimico (gP), quenching ndo fotoquimico (NPQ), excesso de energia relativa ao
nivel do PSII [EXC= (Fv/Fm) — (Fg/Fm’)/(Fv/Fm)] e taxa de transporte de elétrons

[ETR= (AF — Fm’x DFFF x 0,5 x 0,84)]. Para calcular a ETR, 0,5 foi usado como a

80



fracdo de energia de excitagdo distribuido para PSIl e 0,84 foi usado como a fracdo de
luz incidente absorvida pelas folhas. O déficit de pressdo de vapor (DPV) foi calculado
as 8:00, 14:00 e 17:00 em todos os dias de medida (Fig. 1 D) de acordo com Campbell e
Norman (1998).

Apo6s nove dias de suspenséo de rega, foi realizada uma curva diaria de trocas
gasosas dentro da casa de vegetacdo em ambos os tratamentos. A curva foi realizada
desde as 5:10 até as 17:10 resultando em 14 pontos de medidas. Para cada medida o
DFFF foi ajustado de acordo com o DFFF incidente.

2.4. Curva A/C;

A resposta de A a uma concentragdo crescente de CO, intercelular (Cj),
realizadas de acordo com (Sharkey et al., 2007), foram realizadas nas mesmas folhas
que foram avaliados para a troca gasosas e fluorescéncia fluorescéncia da clorofila a. Os
valores de C; foram obtidos a partir de mudancas na pressao parcial de CO, externo (Ca)
fornecidas em 16 etapas, decréscimos de 400 a 125 pmol.mol™, e posteriormente o
incremento de 400 a 1500 pmol.mol™, com o DFFF mantido constante a 800 pmol.m%s"
1 25+ 1°C de temperatura e 1 + 0,1 kPa de DPV. Foram calculados, segundo Long e
Bernacchi (2003), a velocidade mé&xima de carboxila¢do (V¢ max), Velocidade méxima de
oxigenacdo (Vomax) & taxa méaxima de transporte de elétrons (Jmax), respiracéo
mitocondrial do dia (Rg), assimilagdo maxima (Ama), condutancia mesofilica (gm),
concentragdo de CO; no cloroplasto (C). Fluxo de elétrons usado para a carboxilacéo
da RuBP (Jc), fluxo de elétrons usado para a oxigenagdo da RuBP (Jo) e fotorrespiracdo
(Pr), foram estimadas de acordo com as seguintes formulas (Valentini et al., 1995;
Bagard et al., 2008):

Jc=1/3[ETR + 8(A + Ry)]

Jo = 2/3[ETR — 4(A + Ry)]
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Pr=1/12[ETR — 4(A + Ry)]

A limitacdo estomatica (LE) de A foi estimada considerando a relagdo entre a
taxa fotossintética real (A") a 400 mol.mol™ de C, e a taxa fotossintética hipotética (A")
obtido quando C; = C,: LE = (A"-A") / A". Além disso, a limitacdo ndo-estomaética (LNE
= 1-LE) também foi calculada (Long e Bernacchi, 2003). As medidas da curva A/C;
foram realizadas em trés plantas por tratamento e em dois momentos: apés 7 dias da

suspensdo de rega; e apos 4 dias da reidratacdo (14° dia de experimento).

2.3. Bioquimica e Estresse oxidativo

Foram coletadas folhas para a analise bioquimica no dia do estresse maximo (10°
dia) e no ultimo dia de reidratacdo (15° dia). Folhas maduras e sadias foram coletas,
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -20°C. Foram quantificados
os Carboidratos soluveis totais (CST) (Dubois et al., 1956), amino&cidos livres totais
(ALT) (Moore e Stein, 1948), proteinas sollveis totais (PST) (Bradford, 1976) prolina
(Bates et al., 1973), sacarose (Handel, 1968), frutose (Foreman et al., 1973), aclcares
redutores (Nelson, 1944; Somogyi, 1951), clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b),
carotendides (Lichtenthaler e Buschmann, 2001), aldeido maldnico (MDA) (Cakmak e
Horst, 1991) e peroxido de hidrogénio (H.O;) (Alexieva et al., 2001). A fragéo
insoluvel da extragdo dos CST foi usado para determinar a quantificagdo do amido. O
sedimento foi hidrolisado durante 1 hora com 10 unidades de amiloglucosidase, e 0s
acUcares resultantes foram quantificados segundo metodologia proposta por Dubois et
al. (1956).

Todas as quantificacdes foram determinadas com espectrofotometro (Thermo
Scientific/Modelo Genesys 10S UVVIS) de duplo feixe ajustado ao comprimento de

onda especifico para cada composto organico. Também foram avaliadas as atividades
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das enzimas do sistema antioxidativo como Superoxido Dismutase (SOD, E.C.
1.15.1.1), a Catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6), e o Ascorbato Peroxidase (APX,
E.C.1.11.1.11), seguindo as metodologias propostas por Giannopolitis e Ries (1977),

Havir e McHale (1987) e Nakano e Asada (1981).

2.4. Analise anatdbmica

Para a andlise anatdbmica foram coletadas folhas maduras de ambos o0s
tratamentos no dia do estresse méximo (10° dia) para medidas de microscopia Optica. As
folhas foram fixadas em FAAg, (formaldeido, &cido acético e etanol 1:1:18,
respectivamente) por 48 horas e em seguida preservadas em etanol 70% (Johansen
1940). Foram feitos cortes transversais de 10 pm de espessura realizados no micr6tomo
rotativo Zeiss modelo HYRAX M55, posteriormente fixados nas I1&minas com auxilio
do banho maria. Os cortes obtidos foram desparafinizados e corados em dupla coloragdo
composta por azul de Alcian e safranina (Bukatsch, 1972) e montados em laminas
permanentes com balsamo do Canada.

Para a caracterizagdo anatdmica geral da folha de C. procera, foram realizadas
medidas de espessura da epiderme e da cuticula em 20 campos microscopicos
escolhidos aleatoriamente com ampliagdo de 40 x. A espessura da folha, do mesofilo e
dos parénquimas palicddico e lacunoso foi medida em 20 campos aleatoriamente
utilizando ampliacéo de 10x.

A dissociacdo foi realizada pelo método descrito por Strittmatter (1973). Essas
amostras foram entéo coradas com safranina e montadas em laminas semi-permanentes
com glicerina 50% (Kraus et al. 1998). A densidade de estdmatos, densidade de células
epidérmicas e densidade de tricomas foram determinadas em 20 campos microscopicos

escolhidos aleatoriamente usando uma ampliacdo de 40x. O indice estomético foi
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estimada como (nimero de estdbmatos / (nimero de estdmatos + nimero de células
epidérmicas)) x 100 por unidade de &rea (Salisbury 1928).

As estruturas foram registradas utilizando um sistema de imagens digitais da
Leica (LAS EZ Versdo 2.0.0 ICC 50) que foi acoplado a um fotomicroscopio Leica
(modelo DM500), e as imagens foram analisadas utilizando o software ImageJ Versdo
1.47r.
2.5. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos ao test T, com significancia ao nivel de 5% de
probabilidade. Para os pardmetros anatdmicos espessura da epiderme e cuticula;
densidade de tricomas, estdbmatos e células epidérmicas; indice de tricomas e estdbmatos
foram submetidos a ANOVA fatorial, e quando necessario, as médias foram
comparadas pelo teste Student Newman Keuls com significancia ao nivel de 5% de
probabilidade. Utilizando o software Statistica 8.0 (StatSoft. Inc., Tulsa, OK 74104,

USA).

3. Resultados

3.1. Status hidrico

No maximo estresse (10° dia) foi observado redugdo (p<0,05) de
aproximadamente 45% e 76% para CHR e US, respectivamente (Fig. 1A-B). O
potencial osmdtico mostrou uma reducédo de 78% no tratamento de seca (p<0,05)
(Tabela 1), com recuperagdo ap0s a reidratacéo (15° dia) ndo diferindo do tratamento
controle (p>0,05).
3.2. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

A partir do 4° dia de suspens&o de rega, foi observado uma reducéo (p<0,05) de

aproximadamente 40% na gs (Fig. 2A) nas plantas sob seca quando comparado ao
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controle. Porém so foi observado reducéo (p<0,05) de aproximadamente 25% na A no
6° dia apos a suspensdo de rega (Fig. 2B). O 10° dia foi considerado 0 méximo estresse
devido a gs ter atingido valor préximo a zero com reducdo de 95% para gs e A (Fig. 2
A,B). A EUA foi maior (p<0,05) 12% e 47% no 4° e 6° dia, respectivamente, apds a
suspensdo de rega em relagdo ao controle (Fig. 2 C). Dois dias ap06s a reidratacdo as
plantas sob déficit hidrico recuperaram seus valores de gs, A, EUA (Fig. 2 A-C).

Assim como as trocas gasosas, 0s parametros qP, ETR, e Fg/Fm’ apresentaram
reducdo desde o 6° dia ap0s a suspensdo de rega, porém no maximo estresse apresentou
reducdo de 40%, 50% e 60% para qP, ETR e Fq/Fm’, respectivamente (Fig. 3 C,D,F).
No dia do maximo estresse, observou-se reducdo de 16% na Fv’/Fm’, contudo durante
todo o experimento ambos 0s tratamentos apresentaram valores de Fv/Fm maiores que
0,80 (Fig. 3 A,B). Entretanto, no méaximo estresse foi observado aumento (p<0,05) de
67%, 1270% e 18% para 0 NPQ, ETR/A e EXC, respectivamente (Fig. 3 C,G,H). Dois
dias apds a reidratagdo os valores de gP, ETR, Fg/Fm’, Fv’/Fm’ e ETR/A foram
recuperados, ja para o Fv/Fm, NPQ e ERT/A foi necessario apenas 24h para igualar seu
valor ao controle (p>0,05).

No 9° dia ap0s a suspenséo de rega, C. procera mostrou alteracdo nas suas trocas
gasosas em resposta a mudanga de luz e DPV ao longo do dia. No inicio da manha
(05:00 — 06:00 h) e ao por do sol (17:00 h) quando o DFFF era menor que 40 pmol.m-
25 ndo foi observado diferenca (p>0,05) em relacéo ao controle para A e gs (Fig. 4 A-
B). Porém, entre as 07:00 — 16:30 h os valores de A e gs foram menores nas plantas sob
seca em relacdo as controles (Fig. 4 A-B). O pico de DPV e DFFF foi registrado entre
10:00 as 12:00 h (Fig. 4 D), quando C. procera apresentou 0s maiores valores de A.

Nesse mesmo periodo, A e gs apresentaram reducdo de 80% e 90% nas plantas sob
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déficit hidrico, e a EUA foi aumentada em aproximadamente 30% nas plantas sob seca

em relag&o as controles (Fig. 4 A-C).

3.3. Curvas A/C;

Com base nos dados fotossintéticos obtidos a partir da curva A/C;, foi observado
que mesmo sob seca, as plantas jovens de C. procera ndo apresentaram diferenca
significativa para V¢ max, Vomax Jmaxs Cer Om, JC, Jc/JO, Pr/A, ETR/A, LE e LNE. Além
disso, houve aumento (p<0,05) de 35%, 55%, 44% e 44% para 0s parametros Amax, Rq,
Jo € Pr, respectivamente nas plantas sob seca em relagdo ao controle ap6s 7 dias de
suspensdo de rega (Tabela 2).

Quando comparado as plantas reidratadas com a controles foi observado que
todos os parametros fotossintéticos avaliados apresentaram diferenca significativa, com
excecdo do Ry (Tabela 2). O aumento foi observado nos pardmetros Ve max (23%), Vo,max
(23%), Jmax (18%), Amax (25%), C. (24%), gm (37%), Jc (33%), Jc/Jo (67%) e LNE
(33%) nas plantas reidratadas. E nos parametros Jo, Pr, Pr/A, ETR/A, LE e LNE foi
observado reducéo em 45%, 45%, 61%, 23%, 57% e 33%, respectivamente nas plantas
sob seca em relacdo ao controle apds 7 dias de suspensdo de rega (Tabela 2)

3.4. Bioquimica e Estresse Oxidativo

No méximo estresse foi observado redugdo (p<0,05) de 46% no amido e 20%
nas PST (Fig. 5 G,F). Também foi observado aumento (p<0,05) de 33% nos CST, de
525% nos ALT e de 1500% na prolina nas plantas sob seca em relacdo ao controle (Fig.
5 A,B,D). J4 nas plantas reidratadas foi observado aumento (p>0,05) de 37% nos CST,
de 85% nos ALT, 145% na prolina e de 77% nas PST, em relacdo ao tratamento
controle (Fig. 5 A,B,D,F). Ainda na reidratacéo foi observado redugdo (p<0,05) dos

agUcares redutores em 48% quando comparadas ao controle (Fig. 5 H).
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Para os pigmentos fotossintéticos, houve aumento (p>0,05) apenas dos
carotendides no estresse maximo (Fig. 6 C). Apos a reidratacdo, todos 0s pigmentos
apresentaram aumento de 40%, 40% e 27% para clorofila a, b e carotendides,
respectivamente (Fig. 6 A-C).

Na avaliagdo do estresse oxidativo, foi observado, no méximo estresse, aumento
(p<0,05) de 160% e 115% da peroxidagao lipidica da membrana plasméatica (MDA) e
na atividade da SOD, respectivamente (Fig. 7 C,E). Além disso, as plantas sob seca
apresentaram redugdo (p<0,05) de 31% no H;O, e de 53% na CAT em relagdo as
plantas controle (Fig. 7 C,D). Na reidratacdo foi observado aumento da atividade
enzimética em 260% e 438% para SOD e APX, respectivamente (Fig. 7 E,B).
Entretanto, foi observado reducéo (p<0,05) em 42% no MDA, 36% no H;O, e 66% na
CAT (Fig. 7 A,C,D).

3.5. Analise anatdbmica

N&o houve diferenca (p>0,05) na espessura da folha, mesofilo, parénquima
lacunoso e pali¢&dico do tratamento de seca em relacdo ao controle (Tabela 3). Para a
espessura da epiderme houve aumento (p<0,05) na face adaxial em relacdo & face
abaxial, independente do tratamento (Tabela 3). Com relacéo a cuticula houve aumento
(p<0,05) na sua espessura no tratamento de seca em relagdo ao controle, porém ndo
houve diferenca (p>0,05) entre as faces adaxial e abaxial (Tabela 3).

Nas plantas sob seca apresentaram uma menor (p<0,05) densidade de células
epidérmicas e densidade estomética na face abaxial do tratamento seca em relagdo a
face abaxial controle (Tabela 3). Com relacdo & densidade de tricomas foi observado
aumento na face adaxial do tratamento seca com relagdo ao seu respectivo controle
(Tabela 3). J& para o indice estomatico, houve diferenca (p<0,05) em ambas as faces,

aumento na face adaxial e redugdo na face abaxial em relagdo aos seus respectivos
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controles (Tabela 3). Além disso, dentro do tratamento de seca houve aumento no indice

de tricomas na face adaxial em relagéo a face abaxial (Tabela 3).

4. Discussao

A suspensédo de rega foi mantida por 10 dias, quando a C. procera atingiu o
maximo estresse. Neste momento, foi observado uma reducdo no CHR foliar
alcancando o valor de 50%. Embora para a maioria das plantas arbustivas e com
metabolismo C; este valor seria letal, em C. procera foi possivel recuperar a
turgescéncia celular. Estudo prévio encontrou CHR proximo a 60% (Frosi et al. 2013).
Segundo Lawlor e Cornic (2002) na maioria das espécies vegetais vascularizadas com
CHR foliar em 50% entram em ponto de murcha permanente e ndo se recuperam apos a
reidratacdo. Entretanto, apds a reidratagdo a C. procera apresentou recuperacédo do CHR
e W, evidenciando a manutencdo do funcionamento do metabolismo celular. No
estresse maximo, o acumulo de solutos orgénicos pode ter auxiliado na reducgdo do V..
A reducdo do potencial osmotico é uma estratégia de tolerancia a seca pelo fato da agua
tender a entrar na célula e manter a presséo de turgescéncia (Pérez-Pérez et al. 2009).

No estresse méaximo, C. procera apresentou dano ao fotossistema como
observado através do Fv’/Fm’. Porém o dano ndo foi cronico, uma vez que sob
condigdes de escuro os centros de reagGes foram recuperados, o que evidencia a
passagem pelo estresse sem danos permanentes aos fotossistemas, como observado
através do Fv/Fm com valores acima de 0,80 (Tezara et al. 2011).

Ao longo do 9° dia de suspensdo de rega, quando foi realizada a curva diéria, as
plantas sob estresse apresentaram alteragOes expressivas nas trocas gasosas. Mas mesmo
com cenério desfavoravel para a maioria das plantas Cs, plantas jovens de C. procera

apresentaram aumento nas taxas fotossintéticas quando o DPV e o DFFF foram
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maximos. O que garantiu maior EUA quando comparado com o controle isso indica alta
eficiéncia fotossintética por parte da C. procera mesmo sob condi¢des de seca severa.
Em curva diéria de trocas gasosas realizada em plantas jovens de C. procera por Frosi et
al. (2013), foi observado também a manutencéo de uma baixa gs sob condi¢des de seca
ao longo do dia, porém a A apresentou aumento até as 6:00 h sem diferir das plantas
controle. E em seguida a A reduziu suas taxas em relacdo ao controle e se manteve
praticamente constante ao longo do dia em plantas sob estresse severo, sem irrigacéo,
entretanto, 50% de irrigacdo ndo alteraram a A somente reduziram gs em relacdo as
plantas controle bem hidratadas. Os dados do presente estudo e trabalhos concluidos
sugerem alta performance dos fatores ndo estomaticos, tal como a condutincia
mesofilica (Tezara et al. 2011; Frosi et al. 2013).

Diferentemente dos estudos anteriores, avaliamos sob condic¢Ges controladas de
DPV, luz e variagdo na concentracdo de CO; atraves das curvas A/C; durante o 7° dia de
seca, foi possivel avancar no conhecimento sobre a performance fotossintética de C.
procera sob seca. Em plantas sob déficit hidrico ndo houve limitagdo bioquimica da
Rubisco uma vez que a capacidade de carboxilagdo da Rubisco foi mantida (V¢ max)-
Né&o foi observado limitagdo no transporte de elétrons para a regeneracdo da RuBP
(Jmax) € além da manutenc¢do do J.. N&o houve limitagdo mesofilica, pois a concentracéo
de CO; no cloroplasto foi garantida Cc devido a manutencdo da gm (Table 2).
Geralmente é observado reducdo na g em decorréncia da seca em plantas C3, como é o
caso da J. curcas (Silva et al., 2015), Lysimachia minoricensis (Galmés et al., 2007).
Porém, algumas poucas plantas se apresentam com valores inalterados de gm diante ao
déficit hidrico, assim como foi com a C. procera, e como é o caso da Capsicum annuum
(Delfine et al., 2001,2002) e da Beta vulgaris (Monti et al., 2006). Um dos fatores que

interfere no aumento da gn € a alteragdo na expressdo de aquaporinas como foi
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observado em Oryza sativa (Hanba et al., 2004) e da Nicotiana tabacum (Flexas et al.,
2006). Além disso, o aumento na atividade da anidrase carbbnica, que catalisa a reacéo
reversivel do CO, em HCOs', pode manter a concentracdo do CO; no estroma pelo fato
de alterar a natureza de difusdo do carbono (Flexas et al., 2012; Tholen e Zhu, 2011).

A transferéncia de elétrons para o O, aumenta quando a fotossintese é reduzida
sob baixo CHR, formando EROs. Alternativas para dissipar o excesso de elétrons é
crucial para evitar danos oxidativos ao aparato fotossintético, Em plantas Cs, a
fotorrespiracdo é o segundo mecanismo mais importante na dissipacdo do excesso de
energia do aparato fotossintético (Lawlor e Cornic 2002), evidenciado pela taxa de
ETR/A (Fig. 3 G). Desta forma, a fotorrespiragdo funciona como uma via de
fotoprotecdo ao maquinario fotossintético principalmente quando a planta é exposta a
alta incidéncia luminosa e seca (Bai et al., 2008; Silva et al., 2015). Em C. procera
houve aumento na P, em plantas sob déficit hidrico, a fotorrespiracdo também foi
evidenciada pelo aumento na J, (Table 2). A relagéo P,/A em geral sob condicdes de ar
livre (350 ppm CO,, 21% O,) fica em torno de 0.1 a 10 °C, podendo chegar a 0.3 a 40
°C, entretanto, sob baixa disponibilidade de CO,, como poderia ocorrer sob déficit
hidrico, pode ocorrer maiores valores (Ehleringer et al. 1991), tal como em nossas
plantas sob o CHR de 60% Pr/A foi 0,50 quase duas vezes mais que as plantas bem
hidratatas (Table 2). Apesar de proporcionar a reducdo da fotossintese a Pr poderia
manter a concentra¢do de CO, no estroma do cloroplasto pelo fluxo de CO, proveniente
da mitocondria (Tholen e Zhu, 2011; Flexas et al., 2012). Além disso, a via
fotorrespiratdria pode sofrer desvios que podem aumentar a C., bem como a assimilacdo
de carbono (Xin et al., 2015).

Além da fotorrespiracdo, a Rq também é responsavel em eliminar elétrons pelo

fluxo na cadeia transportadora de elétrons na mitocdndria (Lawlor e Cornic, 2002). Em
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C. procera sob seca o valor de Ry dobrou, indicando mais uma forma de fotoprotecéo e
de diminuir danos oxidativos. Valores semelhantes de Rq foram encontrados por Tezara
et al. (2011) em duas espécies de Calotropis sob condi¢gdes de campo na América do
Sul. Também como forma de fotoprotecéo foi observada dissipacdo de energia atraves
do NPQ (Fig. 3 E), bem como o aumento no contetido dos carotendides (Fig. 6 C) que
auxilia a dissipacdo do excesso de energia atraves do ciclo das xantofilas (Esteban et al.
2015).

O déficit hidrico também proporcionou alteragdes no metabolismo primério de
plantas jovens de C. procera. O aumento dos CST (Fig. 5 A) sem 0 aumento no
contetdo do amido sugere que a seca prejudicou o0 aumento de estoque dos carboidratos
na forma de amido, bem como o transporte dos agucares das folhas para os drenos. O
acimulo de solutos durante a seca também pode atuar como consumidores de elétrons
(Lawlor e Cornic, 2002). Os agUcares sollveis podem funcionar como osmoprotetor
(estabilizando membranas e proteinas) e antioxidante, bem como atuar como moléculas
sinalizadoras de genes responsaveis pela sintese de osmoprotetores (antocianinas) (Van
den Ende e El-Esawe 2013) e de genes relacionados com a defesa ao estresse oxidativo
(SOD) (Koch, 1996). O aumento dos acucares solGveis também pode servir como
precursor para sintese de carotendides e ascorbato além de servir como esqueleto
carbdnico para sintese de aminoécidos. A redugdo das proteinas e consequentemente
aumento dos amino&cidos incluindo a prolina podem funcionar também como
osmoprotetores pela estabilizacdo de membranas, proteinas e enzimas (Ashraf e Foolad
2007), além disso, a prolina pode auxiliar na eliminagdo de ROS (Signorelli et al. 2014).

Atributos anatdmicos também auxiliaram na fotoprotecdo de C. procera sob
déficit hidrico. A redugdo (60%) na quantidade de folhas (dados ndo mostrados)

associado ao aumento da espessura da cuticula, formando uma barreira hidrofébica que
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minimiza a perda d’agua para o ambiente (Kerstiens, 1996; Kosma et al., 2009; Tipple
et al., 2015); e ao aumento na densidade de tricomas, criando um microclima favoravel
a folha com a reflexdo de luz incidente (Galmés et al., 2007) e manutencdo da camada
limitrofe, proporcionando manutenc¢éo da temperatura foliar (Fig. 1 C) e minimizando a
perda d’agua (Burkhardt et al., 2012). Além disso, Tezara et al. (2011) sugerem que em
C. procera 0 aumento dos tricomas estdo relacionados com a fotoprotecdo ao aparato
fotoquimico.

Mesmo com todo o processo de fotoprotegdo e fotooxidagdo houve aumento no
EXC que pode ter aumentado o contedo de EROs responsaveis pela peroxidagao da
membrana, evidenciado através da quantificagdo do MDA (Fig. 7 A). O sistema
enzimético antioxidativo auxiliou na eliminagdo do superdxido e do H,O, pelo aumento
na atividade da SOD e pela manutencéo da atividade da APX, respectivamente.

A Calotropis procera apresentou resiliéncia sob seca e a rapida recuperagdo foi
garantida devido a diferentes processos. Apds a reidratacdo das plantas sob seca, a
répida recuperacdo em até 48 h dos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia foi
suportada pelos altos valores de V¢max, Jmaxs Om Amax € reducdo da Pr quando
comparadas ao controle. A nossa hipotese se confirmou parcialmente, uma vez que a gm
se manteve entre os tratamentos (Table 2), apds sete dias de seca, com CHR foliar de
60% e gs 60% menor do que as plantas controle. Todavia, apds quatro dias de
reidratacdo a gs, gm € A foram maiores que as plantas controle sob 0 mesmo CHR para
ambos os tratamentos. Alteracdo no maquinério bioquimico também contribuiu para a
rapida recuperacéo, com o aumento do teor dos pigmentos fotossintéticos, da atividade
enzimética (APX e SOD) e dos solutos organicos CST, PST, ALT e prolina. Também
foi observado aumento de PST, e pigmentos fotossintéticos em plantas reidratadas sob

seca severa em plantas jovens de C. procera (Frosi et al. 2013).
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Com base no que foi discutido, C. procera apresentou estratégias para minimizar
a perda d’agua pela reducdo na condutancia estomatica, reducdo do nimero de folhas,
aumento na espessura da cuticula e na densidade estomatica. A P,, Rqg, NPQ,
carotendides e aumento nos solutos organicos (CST, ALT e prolina) garantiram a
fotoprotecdo ao aparato fotoquimico. Todo esse conjunto de dados nos faz avancar no
entendimento de como uma espécie de metabolismo C; consegue se manter suas folhas

metabolicamente ativa mesmo sob seca severa.
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TABELAS

Tabela 1. Potencial osmdtico (Ws) em folha de plantas jovens de Calotropis procera
submetidas ao déficit hidrico em casa de vegetacdo no maximo estresse (10° dia) e
reidratagcdo (15° dia) (n=3xE.P). Valores seguidos por * diferem entre si pelo test T
(p<0,05).

Tempo Tratamento Vs (MPa)
Controle -0,94 £0,02

Estresse maximo  Seca -1,68 £ 0,08 *
Controle -1,05 £ 0,01

Reidratacdo Seca -1,04 £ 0,04 ns
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Tabela 2. Pardmetros fotossintéticos em plantas jovens de Calotropis procera

submetidas ao déficit hidrico em casa de vegetacdo no 7° dia e reidratacéo (14° dia)
(n=3+E.P).Valores seguidos por * diferem entre si pelo test T (p<0,05).

Seca Reidratacdo

Parametro Controle Seca Controle Seca

Ve max (umol.m’z.s‘l) 65,30 + 6,29 86,71 + 8,02 71,88 +3,85* 92,91 +4,17
Vo, max (umol.m‘z.s‘l) 18,07 £ 1,74 23,99 +£ 2,22 19,89 £1,06 * 25,71+ 1,16
Jimax (umol .m‘z.s‘l) 112,73 +1,08 139,70 + 15,82 172,77 +11,18* 210,35%5,18
Amax (umol.m‘z.s‘l) 1488 +1,38 * 22,79 £ 2,07 22,99 +£0,77 * 30,73 +0,21
Rq (umol.m‘z.s‘l) 2,08 +0,15* 4,60+ 0,16 2,08 £ 0,00 2,32 +£0,10
C. (Pa) 90,33 £ 4,93 63,70 £ 12,29 102,01 +4,66* 134,76 +7,24
Om (mol.m‘z.s‘l) 0,11 £ 0,02 0,07 £0,01 0,10 +0,01 * 0,16 + 0,01
Jc (umol.m‘z.s‘l) 40,79 + 2,45 37,80 + 8,46 59,98 + 1,05 * 90,01 £1,73
Jo (umol.m‘z.s‘l) 20,38 +1,94 * 36,21 £ 4,72 12,29 +0,93 * 6,72 +1,17
Jcllo 2,03 +0,20 1,14 £ 0,35 497 +0,29 * 14,94 + 2,64
Pr (umol.m‘z.s‘l) 2,55+0,24 * 453 +0,59 154+0,12 * 0,84 £0,14
Pr/A 0,26 £ 0,03 0,50+0,17 0,13+0,01 * 0,05 +0,01
ETR/A 6,31 £ 0,30 7,54 +0,13 6,35+ 0,09 * 4,86 + 0,21
LE 0,38 £ 0,05 0,22 £0,10 0,47 £0,02 * 0,20 £ 0,05
LNE 0,62 £ 0,05 0,78 £0,10 0,53+0,02 * 0,80 + 0,05

Ve¢,max, Velocidade maxima de carboxilacdo; Vo max, Velocidade méxima de oxigenacao;

Jmax, taxa méaxima de transporte de elétrons; Amax, assimilacdo maxima de CO,; Ry,

respiracdo mitocondrial do dia; C., concentracdo de CO- no cloroplasto; gm,
condutancia mesofilica; Jc, fluxo de elétrons usado para a carboxilacdo da RuBP; Jo,

fluxo de elétrons usado para a oxigenagdo da RuBP; Pr, fotorrespiracdo; ETR, taxa de
transporte de elétrons; A, assimilacao liquida de COy; LE, limitagdo estomatica; LNE,
limitacdo ndo-estomatica.
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Tabela 3. Atributos anatdmicos foliares em plantas jovens de Calotropis procera
submetidas ao déficit hidrico em casa de vegetagdo no méximo estresse (10° dia)
(n=3£E.P). Valores seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Student

Newman Keul’s (p<0,05).

Controle Seca

Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial
Densidade estomética (0,02mm?) 8,50° 10,80% 8,35° 9,55°
indice estomatico (%) 10,64"° 9,23 9,43 9,60
Densidade de tricoma (0,02mm?) 0,758 2,95 2,25 2,35
indice de tricoma (%) 0,97° 2,56" 2,79% 2,62°
Densidade célula epidérmica (0,02mm?) 71,75° 115,50* 79,955C 90,65°
Cuticula (um) 1,39° 1,38° 1,78% 1,89%
Espessura da epiderme (pum) 14,68" 12,89° 15,05* 12,67°
Espessura parénquima pali¢adico (um) 63,76"° 66,07
Espessura parénquima lacunoso (pm) 141,71 155,49
Espessura total do mesofilo (um) 205,46™° 221,56
Espessura da folha (um) 231,45 252,63
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Fig. 1. (A) Conteudo hidrico relativo foliar (CHR), (B) umidade do solo (US), (C)
temperatura foliar e (D) déficit de pressdo de vapor (DPV) ambiente em plantas jovens
de Calotropis procera submetidas ao déficit hidrico em casa de vegetacdo. Seta indica o

dia do méaximo estresse (10° dia) e a reidratacdo ocorreu nos 5 dias subsequentes (15°
dia) (n=4xE.P). Valores seguidos por * diferem entre si pelo teste T (p<0,05).
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Fig. 2. (A) Condutancia estomética (gs), (B) assimilagdo liquida de CO; (A) e (C)
eficiéncia do uso da adgua (EUA) em plantas jovens de Calotropis procera submetidas
ao déficit hidrico em casa de vegetagdo. Seta indica o dia do maximo estresse (10° dia) e
a reidratacdo ocorreu nos 5 dias subsequentes (15° dia) (n=4+E.P). Valores seguidos por
* diferem entre si pelo teste T (p<0,05).
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Fig. 3. (A) Eficiéncia quéntica méxima fotoquimica do PSIl (Fv/Fm), (B) eficiéncia
maxima do PSII (Fv’/Fm’), (C) quenching fotoquimico (gP), (D) taxa de transporte de
elétrons (ETR), (E) quenching ndo fotoquimico (NPQ), (F) eficiéncia operacional do
PSII (Fg/Fm’), (G) ETR/A, e (H) excesso de energia relativa ao nivel do PSII (EXC) em
plantas jovens de Calotropis procera submetidas ao déficit hidrico em casa de
vegetagdo. Seta indica o dia do mé&ximo estresse (10° dia) e a reidratacdo ocorreu nos 5
dias subsequentes (15° dia) (n=4£E.P). Valores seguidos por * diferem entre si pelo
teste T (p<0,05).
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Fig. 4. Curva diaria em Calotropis procera sob seca (9° dia) (n=3xE.P). (A)
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da 4gua (EUA), (D) déficit de pressdo de vapor (DPV) e densidade de fluxo de fotons
fotossintéticos (DFFF). Valores seguidos por * diferem entre si pelo teste T (p<0,05).
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Fig. 5. (A) Carboidratos soltveis totais (CST), (B) aminoacidos livres totais (ALT), (C)
frutose, (D) prolina, (E) sacarose, (F) proteinas soluveis totais (PST), (G) amido e (H)
acucares redutores (AR) em plantas jovens de Calotropis procera submetidas ao déficit
hidrico em casa de vegetacdo no estresse maximo (10° dia) e na reidratacdo (15° dia)
(n=4£E.P). Valores seguidos por * diferem entre si pelo test T (p<0,05).
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Fig. 6. (A) Clorofila a, (B) Clorofila b e (C) carotendides em plantas jovens de
Calotropis procera submetidas ao déficit hidrico em casa de vegetacdo no estresse
maximo (10° dia) e na reidratacdo (15° dia) (n=4+E.P). Valores seguidos por * diferem
entre si pelo test T (p<0,05).
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Fig. 7. (A) Aldeido maldnico (MDA), (B) ascorbato proxidase (APX), (C) peroxido de
hidrogéncio H,O,, (D) catalase (CAT) e (E) superoxido dismutase (SOD) em plantas
jovens de Calotropis procera submetidas ao déficit hidrico em casa de vegetacdo no
estresse maximo (10° dia) e na reidratacdo (15° dia) (n=4+E.P). Valores seguidos por *
diferem entre si pelo test T (p<0,05).

108



6. CONCLUSAO

Com base nos trés estudos realizados com plantas adultas (semiérido e litoral) e
jovens (casa de vegetacdo) foi possivel concluir que Calotropis procera apresenta alta
performance fotossintética em condicoes de seca. Quando o DFFF e o DPV sdo
maximos, C. procera apresenta pico nas taxas fotossintéticas nas plantas adultas e
jovens. A baixa condutancia estomatica, observada nos trés estudos realizados,
garantiram a alta EUA. A alta exigéncia energética de C. procera sob condi¢Oes de seca
proporciona alteragdo no acumulo de solutos organicos no meio celular, nos trés estudos
realizados esse acimulo se deu de forma discrepante: no semiarido houve acumulo de
sacarose e frutose; no litoral CST, frutose, amido, prolina e PST; e em casa de
vegetacdo houve acimulo de CST, ALT e prolina. Além disso, o acimulo de clorofilas
em plantas adultas pode facilitar essa alta taxa fotossintética sob seca, bem como
garantir a répida recuperacéo da fotossintese em plantas jovens ap0s a reidratagdo. O
acimulo de carotendides e aumento na atividade da SOD nos trés estudos realizados
garantiram protecdo ao aparato fotossintético. C. procera no litoral e em casa de
vegetacdo sob seca apresentaram estratégias semelhantes quanto ao ajuste anatdmico
com aumento da espessura de cuticula e densidade de tricomas. Diferentemente, C.
procera no semiarido investiu no aumento da espessura do mesofilo e parénquimas
palicadico e lacunoso. Desta forma, o presente trabalho demonstra que C. procera
apresenta metabolismo fotossintético divergente da maioria das plantas de metabolismo
C3.
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