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RESUMO GERAL

Pereskia aculeata Mill (Ora-Pro-Noébis) Cactaceae, é uma espécie C3 que tem como
caracteristica 0 metabolismo CAM como forma facultativa de assimilacdo de CO..
Assim, esta espécie possui ambas as vias fotossintéticas (C3/CAM), que podem ser
moduladas em resposta a alguns fatores ambientais, como o estresse hidrico, que exerce
controle sobre a fixagdo de CO,. J& foi demonstrado que o déficit hidrico pode induzir a
mudanca do metabolismo C3 para CAM nessas espécies. No entanto, 0s mecanismos
bioquimicos e fisioldégicos envolvidos com essa mudanga aclimatativa para a
assimilacdo de CO, ainda sdo poucos conhecidos. Assim, 0 presente estudo teve como
objetivo caracterizar fisiologicamente a transi¢cdo fotossintética C3-CAM e associar esta
modulagdo com a eficiéncia fotossintética em plantas de Pereskia aculeata submetidas
ao estresse hidrico. Para tanto, foram realizados dois experimentos em DIC, visando
avaliar o efeito do estresse hidrico a longo (experimento I) e curto prazo (experimento
I1). O experimento | foi montado em camara de crescimento, enquanto o experimento Il
em casa de vegetacdo. Onde, um grupo de plantas foi bem irrigado e outro grupo
submetido ao déficit hidrico, com posterior reidratacdo. Como marcadores fisiologicos e
bioguimicos da modulacdo C3-CAM foram avaliados a fotossintese, por meios de
trocas gasosas e parametros fotoquimicos, status hidrico, variaveis estomaticas, além de
indicadores quimicos associados a acidez titulavel, carboidratos soliveis, conteudos de
ascorbato e glutationa reduzidos, enquanto os danos foram avaliados pela acumulagéo
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARs). Os resultados mostraram uma
pequena inducdo de CAM em plantas de Ora-Pro-Noébis submetidas ao deficit hidrico,
caracterizada como CAM-Cycling, com trocas gasosas no periodo diurno e fixacao
noturna do carbono interno. Além disso, foram constatados um alto grau fotoprotetivo e
uma reducdo significativa da perda liquida de CO; noturno. Adicionalmente, foram
verificadas mudancas na acidez, no metabolismo de osmdlitos, peroxidacdo de
membrana e capacidade antioxidante. Com a reidratacdo, as plantas retornam aos
padrdes fisioldgicos C3. Essa plasticidade fotossintética diminui prejuizos na eficiéncia
fotossintética, garantindo o estabelecimento da planta nos ambientes com pressdes
abidticas. Assim, a compreensao desses mecanismos fisiol6gicos se torna importante no
entendimento das estratégicas ecofisiologicos das plantas frente as adversidades

ambientais. Além disso, essas espécies CAM, por serem produtivas, podem ser



selecionadas para substituir culturas C3, com o0 objetivo de conservar a producdo

agricola em um cenério de agravamento das condicGes climaticas.

Palavras-Chave: Cactaceae, Inducdo de CAM, Metabolismo do Carbono, Transi¢do
Fotossintética



GENERAL ABSTRACT

Pereskia aculeata Mill (Ora-Pro-Nobis) Cactaceae, is a C3 species whose characteristic
or metabolism is CAM as an optional form of CO, assimilation. Thus, this species has
both photosynthetic pathways (C3/CAM), which can be modulated in response to some
environmental factors, such as water stress, which exerts control over CO, fixation.
Water deficit has been shown to induce a change in C3 to CAM metabolism in these
species. However, the biochemical and physiological mechanisms involved with this
acclimatization shift to CO, assimilation are still poorly understood. Thus, the present
study aims to characterize the C3-CAM photosynthetic transition physiologically and
associate this modulation with the photosynthetic efficiency in Pereskia aculeata plants
subjected to water stress. For that, two DIC experiments were carried out, aiming to
evaluate the effect of water stress in the long term (experiment 1) and short term
(experiment I1). Experiment | was mounted in a growth chamber, while Experiment 11
in a greenhouse. Where, one group of plants was well irrigated and another group
submitted to water deficit, with subsequent rewatering. As physiological and
biochemical markers of C3-CAM modulation were evaluated photosynthesis, by means
of gas exchange and photochemical parameters, water status, stomatal variables, as well
as chemical indicators associated with titratable acidity, soluble carbohydrates, reduced
ascorbate and glutathione contents, while damages were evaluated by substances
reactive to thiobarbituric acid (TBARs) accumulation. The results showed a small
induction of CAM in Ora-Pro-Nobis plants submitted to water deficit, characterized as
CAM-Cycling, with daytime gas exchange and nocturnal internal carbon fixation.
Additionally, we found changes in acidity, osmolyte metabolism, membrane
peroxidation and antioxidant capacity. Starting rewatering, plants return to
physiological C3 standards. This photosynthetic plasticity reduces impairment in
photosynthetic efficiency, ensuring plant establishment in environments with abiotic
pressures. Thus, the understanding of these physiological mechanisms becomes
important in understanding the ecophysiological strategies of plants in the face of
environmental adversities. In addition, these CAM species, being productive, can be
selected to replace C3 crops, with the aim of conserving agricultural production in a

scenario of worsening climatic conditions.



Keywords: Cactaceae, CAM Metabolism Induction, Carbon Metabolism,
Photosynthetic Transition



AB
ABA
AD
ANOVA
Ao

ASA
ATP
BAM1
BAMS3
CAM
CAM-Cycling
CAM-Idling
Ca

Ci

CilCa
CO;
CST
DIC
DFFF
De
DTNB

ETR

Figura S
Fm

=

Fo

Fn

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Abaxial

Acido Abscisico

Adaxial

Analise de Variancia

Abertura do Ostiolo

Ascorbato Reduzido

Adenosina Trifosfato

Barely Any Meristem 1

Barely Any Meristem 3

Metabolismo Acido das Crassulaceas

Metabolismo CAM Reciclador

Metabolismo CAM Inativador

Concentracdo Ambiente de CO;

Concentracéo Intercelular de CO,

Eficiéncia Bioquimica

Dioxido de Carbono

Carboidratos Sollveis Totais

Delineamento Inteiramente Casualizado

Densidade de Fluxo de Fotons Fotossintéticos
Densidade Estomatica

Acido 5,5'-Ditio-Bis-(2-Nitrobenzéico)

Transpiracao

Taxa Relativa de Transporte de Elétrons
Fluorescéncia do estado de equilibrio dindmico da clorofila quando submetida
a luminosidade

Figura Suplementar

Fluorescéncia Maxima de Folhas Adaptadas ao Escuro
Fluorescéncia Maxima de Folhas Adaptadas a Luz
Fluorescéncia Minima de Folhas Adaptadas ao Escuro

Balango Liquido de CO, Noturno



Fo’
Fu/Frm
Orm

Os
GSH

IC

Jmax
LCP
MDA-TBA
MDH
MFC
MFF
MFPA
MFR
MFT
NPQ
Pn

Pn max
Pn/E
Pn/Ci
Pn/Qs
PS
RuBP
RUBISCO
PEPC
PPF
PSII
gL

gP

Rq
Rdark
TBA
TBARs

Fluorescéncia Minima de Folhas Adaptadas a Luz
Eficiéncia Quantica Méxima do PSII
Condutancia no Mesofilo

Condutancia Estomatica

Glutationa Reduzida

Curva de Inducédo Fotossintética

Taxa Maxima de Transporte de Elétrons Fotossintéticos

Ponto de Compensacéo de luz

Complexo Malondialdeido-Acido Tiobarbitdrico
Desidrogenase do Malato

Massa Fresca do Caule

Massa Fresca da Folha

Massa Fresca da Parte Aérea

Massa Fresca da Raiz

Massa Fresca Total da Planta

Coeficiente de Quenching N&o-fotoquimico
Assimilacdo Ligquida de CO,

Fotossintese Liquida Méaxima

Eficiéncia Instantanea no Uso da Agua

Nivel de Carboxilacdo Maximo

Eficiéncia Intrinseca no Uso da Agua

Pulso de Saturacédo

Ribulose-1,5-Bifosfato

Ribulose-1,5-Bifosfato Carboxilase/Oxigenase
Fosfoenolpiruvato Carboxilase

Pulso de Fétons Fotossintéticos

Fotossistema Il

Quantidade de Centros de Rea¢des Abertos no PSII
Coeficiente de Quenching Fotoquimico
Respiracdo em Presenca da Luz

Respiracdo no Escuro

Acido Tiobarbitdrico

Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico



TCA

TCA
Tt
Vemax
Y(11)
8°C
[H']
A[H™]
WYieaf

Ciclo do Acido Tricarboxilico

Acido Tricloroacético

Temperatura da Folha

Taxa Maxima de Carboxilacdo da RUBISCO
Eficiéncia Quéntica Atual do PSII
Composicdo do Is6topo do Carbono 13
Acidez Titulavel

Variacdo na Acidez

Potencial Hidrico Foliar



LISTA DE FIGURAS

Capitulo |

Figura 1. Mecanismo de modulacdo estomatica via acido abscisico (ABA) em plantas de
Arabidopsis thaliana por sinalizacdo de um peptideo a longa distancia em resposta a seca. Fonte:
Christmann € Grill (2018). ...

Figura 2. Reagdes metabdlicas que participam do ciclo de Calvin-Benson (C3). Fonte: Adaptado
de Michelet €t al. (2013). ...
Figura 3. Esquema geral do sistema de fotossintese encontrado em plantas C4. Fonte: Adaptado
€ LEGOOT (2002). ..o e
Figura 4. Esquema geral do sistema de fotossintese do tipo CAM (Metabolismo Acido das
Crassulaceas). Fonte: Adaptado de Ming et al. (2005). i
Figura 5. Comportamento estomatico, assimilagdo liquida de CO, atmosférico e acumulo de
acidos organicos diarios durante o periodo diurno e noturno em plantas operando em modo C3,
CAM, CAM-Cycling e CAM-Idling. Fonte: Adaptado de Kerbauy et al. (2012). . .. ... ...
Figura 6 — Exemplares de Cactaceas encontradas no estado de Sergipe. Fonte: Filho et al.
(2018). Onde: Melocactus sergipensis (a), M. zehntneri (b) e M. violaceus (c), informalmente
denominada de coroa-de-frade (Cactoideae), respectivamente; Tacinga inamoena ou quipa
(Opuntioideae) (d); Nopalea cochenillifera (Opuntioideae) ou palma doce (e); Brasiliopuntia
brasiliensis ou palma midda (Opuntioideae) (f); Pilosocereus gounellei ou Xxigue-xique
(Cactoideae) (g); Opuntia dillenii ou palma santa (Opuntioideae) (h); Pilosocereus catingicola
ou facheiro (Cactoideae) (i); Cereus jamacaru ou mandacaru (Cactoideae) (j) e Hylocereus
undatus, ou pitaia (CaCtoideae) (D). o

Figura 7. Eventos relativos a evolucdo dos cactos. Onde: informacGes dentro de retangulos
brancos sdo mais precisas; informacdes de retangulos cinzas sdo mais especulativas; triangulos
pretos invertidos grandes indicam a grande diversidade de espécies em relacdo aos triangulos
invertidos pequenos. Fonte: Adaptado de Edwards e Donoghue (2006).

Figura 8. Cladograma envolvendo a filogenia de espécies da familia Cactaceae. Onde, estrelas
brancas significam espécies em que foi estudada a plasticidade da fotossintese; estrelas pretas
significam espécies que apresentam o sistema CAM reciclador e quadrados negros relativos as
espécies que possuem o sistema CAM inativador. Fonte: Adaptado de Edwards e Diaz (2006).
Figura 9. Plantas de Ora-Pro-Ndbis (Pereskia aculeata Mill.) cultivadas em vasos e sujeitas as
condicdes de casa de vegetacdo em uma regido semiarida no municipio de Serra Talhada, PE.
Fonte: O Autor.

12

13

14

15

17



Capitulo 11

Figura 1. Curva IC para os parametros fotoquimicos: eficiéncia quantica atual do PSII (Y(II))
(@), coeficiente de quenching fotoquimico (gP) (b), taxa relativa de transporte de elétrons (ETR),
e o coeficiente de quenching ndo-fotoquimico (NPQ) (d) em plantas de Ora-Pro-Nébis bem
irrigadas e submetidas 46 dias de déficit hidrico em uma cadmara de crescimento, em resposta ao
tempo e expostas a uma intensidade de luz actinica fixa de 190 pmol fétons m?s™.

Figura 2. Evolucdo diaria da fotossintese liquida (Py), transpiracdo (E), condutancia estomatica
(9s), concentracdo intercelular de CO;, (C;), eficiéncia no uso da agua (Pn/E), eficiéncia
intrinseca no uso da agua (Pn/gs), nivel de carboxilagdo maximo (Pn/Ci) e a razdo Ci/C, em
plantas de Ora-Pro-Noébis bem irrigadas, submetidas a 46 dias de déficit hidrico e 16 dias de
reidratacdo em uma camara de crescimento. A seta preta representa o inicio da reidratacéo.

Figura 3. Evolucdo horaria da fotossintese liquida (Py), transpiracdo (E), condutancia
estomatica (gs) e concentracdo intercelular de CO, (C;), eficiéncia no uso da agua (Pn/E),
eficiéncia intrinseca no uso da agua (Pn/gs), nivel de carboxilagdo méaximo (Pn/Ci) e a razéo
Ci/C, em plantas de Ora-Pro-Noébis bem irrigadas e submetidas a 44 dias de deficit hidrico em
uma camara de crescimento PE. Onde, as barras abertas representam o periodo diurno e as barras
fechadas o periodo noturno. Além disso, o grafico menor representa a o balanco noturno horéario
de CO..

Figura S1. Representacdo da densidade e abertura estomatica presentes nas epidermes Abaxiais
(AB) e Adaxiais (AD) em plantas de Ora-Pro-Nobis bem irrigadas e submetidas a seca por 46
dias. As imagens relativas a densidade foram obtidas através de microscopia optica com uso de
lente 10x em resolucdo 150 um. Para abertura do ostiolo foi utilizada a lente de 40x. As setas
pretas localizam um estbmato para referéncia.

Figura S2. Curva de resposta a luz (Py X DFFF) e CO, (Pn X C;) para as variaveis fotossintese
liquida (Pn) (a e b), transpiracdo (E) (c e d), condutancia estomatica (gs) (e e f), concentracao
intercelular de CO; (C;) (g) e temperatura da folha (T¢) (h) em plantas de Ora-Pro-Nobis bem
irrigadas e submetidas a 46 dias de déficit hidrico em uma camara de crescimento.

Figura S3. Conteudo de carboidratos soluveis (CST) (a), dano de membrana por peroxidacao de
membrana (TBARs) (b), conteudo de ascorbato reduzido (ASA) (c) e contetdo de glutationa
reduzida (GSH) em plantas de Ora-Pro-Nobis bem irrigadas e submetidas a sete dias de
suspensdo da rega e mais sete dias de reidratacao realizados as 18h00min e 06h00min.

38

41

43

62

63

64



LISTAS DE TABELAS

Capitulo |

Tabela 1. Tracos do uso hidrico ecoldgico de ancestral de Pereskia e o grupo dos cactos. Fonte:
Adaptado de Edwards e Donoghue (2006). 16

Capitulo 11

Tabela 1. Valores de matéria fresca folha (MFF), caule (MFC), raiz (MFR), parte aérea (MFPA)
e total (MFT) em plantas de Ora-Pro-Noébis bem irrigadas e sob as condi¢Ges de seca integral por
sete dias cultivadas em casa de VEJETaGA0. ... 36
Tabela 2. Parametros fotoquimicos eficiéncia quantica méaxima do PSII (F./Fn), eficiéncia
quantica atual do PSII (Y(Il)), taxa relativa de transporte de elétrons (ETR), coeficiente de
guenching fotoquimico (gP), fracdo do nimero de centro de reacdes abertos (qL) e o coeficiente
de quenching nédo-fotoquimico (NPQ) em plantas de Ora-Pro-Ndbis bem irrigadas, expostas a
sete dias de seca integral e reidratacdo por sete dias em presenca de luz actinica 620 pmol fotons
m s™ por 20 segundos cultivadas em condices de casa de vegetagio. 37

Tabela 3. Parametros fotossintéticos relativos a respiracdo no escuro (Rgak), Ponto de
compensacdo de luz (LCP) e fotossintese liquida maxima (Py max) derivados da curva de
resposta a luz (Py x DFFF), taxa de carboxilacio maxima da RUBISCO (Vcmax), taxa de
transporte de elétrons fotossintéticos (Jmax), Respiracéo na presenca da luz (R4) e Conduténcia do
mesofilo derivados da curva de CO; (Py x C;) durante o periodo diurno e noturno realizada em
plantas de Ora-Pro-Nobis sob condi¢Bes bem irrigadas e de déficit hidrico por 46 dias. 45

Tabela 4. Valores de potencial hidrico (¥), assimilacdo noturna de CO, acumulada (Fy) e da
composicdo do isétopo do carbono 13 (5'°C) em plantas de Ora-Pro-N6bis sob as condicées bem
irrigadas, expostas a seca por 46 dias e com posterior reidratacdo por 16 dias. 46

Tabela 5. Valores de densidade estomatica e nivel de abertura do ostiolo obtidos em plantas de
Ora-Pro-Nébis bem irrigadas e sob as condic6es de seca por 46 dias, na epiderme Abaxial (AB)
e Adaxial (AD) da folha, durante o periodo diurno. 47

Tabela 6. Acidez titulavel [H™] no fim do periodo diurno e noturno e variagdo diurna da acidez
A[H™] em plantas de Ora-Pro-Ndbis bem irrigadas e submetidas a suspencdo da rega por sete
dias e posterior reidratacdo por mais sete dias cultivadas em casa de vegetacao. 48



SUMARIO

1 Capitulo | — Revisdo de Literatura: Impactos Fisiolégicos e Bioquimicos de Variaveis

Abidticas na Fotossintese de Plantas CAM e 1
L1 INEROAUGED GEIAN ... s 1
1.2 Impactos de Variaveis Abidticas na Biologia Vegetal ... 2
1.3 Modelos Vegetais C3, C4 & CAM e 4
1.4 Plasticidade CAM em Plantas Sujeitas a Estresses ADIOHICOS .............omsinnsen 7
1.5 Familia Cactaceae como uma Potencial Moduladora C3-CAM ..., 11
1.6 Caracteristicas de Ora-Pro-NODIS . . . e 15
LT RETEIBNCIAS e 18

2 Capitulo Il — Inducdo de CAM-Cycling reduz perdas noturnas de CO;, e mantem a

integridade do PSII em plantas de Ora-Pro-Nobis sujeitas ao deficit hidrico ... ... 25
2L INENOAUGAO | e e 27
2.2 MAterial € METOUOS | e 30

2.2.1 Material Vegetal € Tratamentos ... e 30
2.2.2 Medidas de MAtEFia FIESCA ... e 31
2.2.3 Medidas de Fluorescénciada Clorofilaa ... .. .. .. . .. ... . 31
2.2.4 Medidas de Trocas Gasosas e Curvas de Resposta da Fotossintese em Relagdo a
LUZ € CO2 et et 32
2.2.5 Composicio do Carbono 13 ('°C) e 0 Balanco Liquido de CO, Noturno (Fy) ... 33
2.2.6 Potencial Hidrico FONar e 33
2.2.7 Imagens e Biometria dos EStOmMatos | 34
2.2.8 Contetdo de Carboidratos Soltveis Totais (CST) ..o, 34
2.2.9 Determinacdo do Contetdo de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico
(TBARs), Ascorbato Reduzido (ASA) e Glutationa Reduzida (GSH) .. ... ... 34
2.2.10 Determinacao da ACIAez TitUIAVEl i 35
2.2 1L ANALISE B SOl i e 36
2 3 RESUI A0S e e 36
2.3.1 Crescimento, Atividade Fotoquimica e Trocas Gas0Sas ... 36
2.3.2 Parametros Derivados das Curvas Py X DFFF € PN X Ci oo 45
2.3.3 Relagdes Hidricas, Balango Liquido Noturno de CO,e8°C ... 46
2.3.4 Biometria e Imagens dos EStOmMatos | 47
2.3 ACKHAEZ TH ULV e e 47
2.3.6 Metabolismo Oxidativo, AcUcares e Peroxidacdo de Membrana ... . 47
2 DS CUS SO e e 438
2.4.1 Impactos do Déficit Hidrico no Crescimento, na Atividade do PSIlI e na
Plasticidade do Metabolismo do Carbono Diario em Plantas de Ora-Pro-Nobis .. ... 48
2.4.2 Plantas de Ora-Pro-Nobis apresentam Tolerancia e Operam em Modo CAM-
Cycling em Baixa Disponibilidade HidriCa e 51
2.4.3 Metabolismo de Acucares e Antioxidante é intensificado Durante o Periodo
Noturno em Plantas de Ora-Pro-Nobis Crescidas em Regimes Reduzidos de Agua ... 52
2D CONCIUSEO e 53
2.6 Referéncias 54

2.7 Material Suplementar 62



1 Capitulo I — Revisdo de Literatura: Impactos Fisiolégicos e Bioquimicos de
Variaveis Abidticas na Fotossintese de Plantas CAM

1.1 Introdugéo Geral

As plantas estdo sujeitas a diversas variaveis bidticas e abidticas no ambiente
que podem acarretar alteracdes nos padrdes fisiologicos normais, ocasionando
distarbios celulares que podem resultar em estresses. Dentre esses fatores, a baixa
disponibilidade de &gua esta entre as principais causas de prejuizos no crescimento de
plantas (Ortiz et al. 2015), seguido pelo excesso de luz (calor) (Casaroli et al. 2007).
Nos ambientes semidridos, essas condi¢cGes de seca e excesso de luz (isolados ou
combinados) sdo intensificadas principalmente em ambientes mais perturbados pela
acdo antrépica, como aqueles em processo de desertificacdo (Symeonakis e Drake
2004). Embora esses fatores abioticos representem um desafio para o crescimento
vegetal, as plantas podem induzir mudangas metabdlicas para se ajustar a dinamica
ambiental (Hoffmann et al. 2015).

Em ambientes limitantes, os vegetais podem ativar processos metabolicos e
fisiologicos que resultem em uma homeostase ideal para seu estabelecimento, logo, é
notavel que esses organismos ao longo do tempo evolutivo tenham sofrido modificacGes
nas suas atividades biologicas em funcéo dos parametros ambientais (Basu et al. 2016).
Por exemplo, existem trés modos de fixacdo de carbono pelas plantas, classificados em
C3, C4, ou CAM (Metabolismo Acido das Crassulaceas) (Borland et al. 2011). Em
condicdes extremas, o sistema CAM leva as plantas a metabolizarem acido para manter
a fixacdo de carbono e cessar a abertura estomatica, com 0 objetivo de maximizar a
eficiéncia do uso da agua (Borland et al., 2011; Borland et al., 2014).

Além dos sistemas de fotossintese C3, C4 e CAM, existem espécies C3-CAM,
que se caracterizam por modificar a rota do metabolismo do carbono dependendo de
condicdes abioticas (Matsuoka et al. 2018). Desta forma, parece que uma condicdo de
estresse induz o metabolismo CAM em algumas familias (Habibi 2016). Por exemplo, a
espécie Mesembryanthemum crystallinum (Aizoaceae) permuta o metabolismo C3 para
CAM em funcdo da salinidade (Matsuoka et al. 2018). Por isso, essas informacdes
sugerem que esse sistema duplo alternado de metabolismo do carbono aparentemente
aumenta a chance do estabelecimento desses vegetais em ambientes em diferentes

condigoes.



Assim, € necessario que mais estudos dessa natureza sejam realizados a fim de
compreender os fatores especificos que levam a plasticidade na fixacdo do carbono,
culminando na compreensdo mais precisa na indugdo do metabolismo CAM e o
respectivo processo reversivel para C3 (Winter e Holtum 2014). Desta forma, essas
informacBes podem ser Uteis no cultivo/manejo de espécies agricolas tipo C3-CAM,
assim como para obtencdo e aprimoramento de novas tecnologias que maximizem a
producdo mesmo em condigdes limitantes (Yang et al. 2015; Brilhaus et al. 2016).

Embora muitas espécies de plantas tenham unicamente o mecanismo
fotossintético do tipo CAM (Habibi 2016), é conhecido que, ha espécies de Cactaceae
(subfamilia Pereskeoideae) que tenham potenciais significativos de modulacdo da
mudanca da condicdo fisiologica C3 para CAM em regides semiaridas, como por
exemplo, o modelo vegetal Pereskia aculeata Mill, conhecida popularmente como Ora-
Pro-Nobis (Edwards e Donoghue 2006; Edwards e Diaz 2006). Esta espécie é conhecida
por ser tolerante a seca, estando agrupada no grupo das cactaceas que possuem folhas
verdadeiras (Queiroz et al. 2015) e ocorre naturalmente no semiarido brasileiro (Zappi e
Taylor 2015).

Desta forma, estudos sobre fotossintese utilizando essa planta como modelo
vegetal podem auxiliar na identificacdo das estratégias metabolicas (bioquimicas e
fisiologicas) efetivamente relacionadas a adaptacdo e aclimatacdo frente a restriches
severas de agua no solo e atmosfera, condi¢cdes ambientais tipicas do semiérido.
Portanto, o estudo que foi executado nessa proposta pode revelar marcadores celulares
associados com a plasticidade metabdlica necessaria para a transicao da assimilacdo do
carbono C3-CAM em plantas de Pereskia aculeata Mill, os quais poderdo ser previstos

de ocorréncia ampla na biologia vegetal.
1.2 Impactos de Variaveis Abioticas na Biologia Vegetal

O déficit hidrico, atribuido a baixa disponibilidade de 4gua no solo, representa o
principal fator abidtico limitante para o crescimento vegetal em regiGes aridas e
semiaridas no mundo (Mofokeng et al. 2015). Nessas regifes do globo, essa condi¢édo
hidrica esta sempre associada com temperaturas elevadas e com o excesso de radiacao
solar, fatores que atuando isoladamente ou combinados afetam severamente processos
metabolicos essenciais para o crescimento e rendimento vegetal, como a assimilacdo de
carbono, comprometendo dessa forma a atividade agricola (Perdomo et al., 2017).

Mathur et al. (2014) e Singh et al. (2014) apontam que a fotossintese é altamente
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afetada em funcgdo dessas variaveis ambientais.

A alta concentracdo de energia advinda da radiacdo solar, principalmente em
ambientes semiaridos pode causar disturbios fisiolégicos nos vegetais, como a
fotoinibicdo, porém, ha algumas espécies que integram 0 grupo das cactaceas que
podem suportar essa condicdo (Arroyo-Pérez et al. 2017). Dependendo da intensidade
da luz, caracteristicas bioldgicas das plantas sdo impulsionadas, por exemplo, um diodo
emissor de luz na regido do vermelho propicia um aumento no comprimento foliar
(Anuchai e Hsieh 2017). Altas luminosidades resultam em acréscimo de temperatura,
podendo causar um estresse térmico. Nessa linha, Krause et al. (2016) afirmam que, em
espécies CAM, a concentracdo elevada de malato no vacltolo pode ocasionar prejuizos a
estruturas pertencentes ao citoplasma. Adicionalmente, Chaves et al. (2015) estudando a
bromeliacea Aechmea blanchetiana (Baker) L.B.Sm observaram que a baixa tolerancia
ao estresse termico estava relacionada a grande concentracdo de Malato nessa organela.

A seca, causada por déficit hidrico significativo, é responsavel por diminuir a
produtividade e a atividade biologica das espécies vegetais, assim prejudicando a
economia de setores agricolas. Logo, € conveniente conhecer 0s mecanismos de
toleréncia e resisténcia, assim como a expressdo de genes chaves em resposta a esse
componente abidtico a fim de compreender a sua ecofisiologia em ecossistemas naturais
e agroecossistemas (Fang e Xiong 2015). A partir disso, € possivel elaborar novas
tecnologias que culminem no aumento da producdo agricola e na manutencdo do
estabelecimento vegetal nesses ambientes (Fang e Xiong 2015).

A exemplo disso, Takahashi et al. (2018) perceberam que plantas de
Arabidopsis conseguem antecipar a seca através da sintese de um horménio peptidico
transportador de longa distancia denominado CLE25, que se liga a um receptor BAM1-
BAMS3, resultando na modulacdo da atividade estomatica através de acido Abscisico
(ABA) (Christmann e Grill 2018) (Figura 1). Por outro lado, Oliveira et al. (2018),
estudando a Aroeira do Sertdo (Myracrodruon urundeuva Allemdo (Anacardiaceae)),
uma espécie do semiarido Brasileiro, constataram uma tolerdncia moderada a seca

quando inoculada com uma bactéria promotora do crescimento Azospirillum lipoferum.
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Figura 1 — Mecanismo de modulagdo estomatica via acido abscisico (ABA) em plantas
de Arabidopsis thaliana por sinalizacdo de um peptideo a longa distancia em resposta a
seca. Fonte: Christmann e Grill (2018).

1.3 Modelos Vegetais C3, C4 e CAM

O processo fotossintético engloba as reagcdes Iluminosas, as quais estdo
compreendidas na fase fotoquimica, enquanto que as reacbes que dependem
indiretamente da luminosidade localizam-se na etapa bioquimica. Adicionalmente, as
plantas superiores possuem trés tipos de sistemas fotossintéticos quanto a fixacao de
carbono: C3, C4 e CAM (Aubry et al. 2011; Yamori et al. 2013; Habibi 2016). Plantas
conhecidas fisiologicamente como C3 realizam a etapa bioguimica classica da
fotossintese conhecida como ciclo de Calvin-Benson, onde o CO, reage com um acgucar
de 5 carbonos, a Ribulose-1,5-Bifosfato (RuBP), reacdo catalisada pela enzima
Ribulose-1,5-Bifosfato Carboxilase/Oxigenase (RUBISCO), resultando em uma triose
fosfato (Gliceraldeido-3-Fosfato) (Michelet et al. 2013; Sharkey e Weise 2016) (Figura
2).
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Figura 2 — Reacdes metabdlicas que participam do ciclo de Calvin-Benson (C3). Fonte:

Adaptado de Michelet et al. (2013).

Por outro lado, plantas do tipo C4 fixam carbono primariamente por acdo da enzima
Fosfoenolpiruvato Carboxilase (PEPC) (Stata et al. 2014) e possuem uma anatomia

foliar peculiar com dois tipos de células mais especializadas: células do mesofilo e

células da bainha do feixe vascular (Leegood, 2002; Aubry et al. 2011). Nesse processo,

0 CO, é metabolizado em Oxaloacetato e posteriormente a Malato ou Aspartato, acidos

de quatro carbonos (Aubry et al. 2011) (Figura 3). Esse fendtipo morfofisiolégico faz

com que esses vegetais minimizem o processo fotorrespiratorio. Assim, plantas com

esse sistema de metabolismo do carbono conseguem maximizar a fotossintese mesmo

em regides de climas com temperaturas elevadas (Aubry et al. 2011).
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Figura 3 — Esquema geral do sistema de fotossintese encontrado em plantas C4. Fonte:
Adaptado de Leegood (2002).

Devido as condigdes peculiares em ecossistemas semiaridos, a flora local tende a
apresentar novas caracteristicas adaptativas ou um ajustamento fisiologico em resposta
ao estresse abiotico, como o déficit hidrico, assim potencializando a sua maquinaria
bioguimica. Esse comportamento pode ser observado em plantas que apresentam o
sistema fotossintético do tipo metabolismo acido das crassulaceas (CAM), fechando os
estdmatos em decorréncia da alta luminosidade (Black e Osmond 2003), o que diminui
a transpiragdo (perda de vapor d’agua por gradiente de déficit de pressdo de vapor) e a
fotorrespiracdo, culminado no aumento da eficiéncia no uso da agua (Borland et al.
2014; Hartwell et al. 2016).

A assimilacdo fotossintética pelo sistema CAM pode operar em situacdes em
que o ambiente limita as condi¢cGes normais da planta. Em baixa disponibilidade hidrica,
0 metabolismo &cido moderado atenua a fotossintese liquida em resposta a esse estresse,
porém, preserva 0s centros de reacdo do fotossistema Il (PSII), oferecendo uma

fotoprotecdo (Pikart et al. 2018). Em contrapartida, 0s vegetais que possuem esse tipo



de fotossintese conseguem manter um potencial hidrico celular aceitavel, por possuir
tecidos especializados, contendo parénquima aquifero no claddédio e em folhas
verdadeiras (ex: agavaceas e cactaceas) (Owen et al. 2016). Fisiologicamente, o ciclo
CAM (Figura 4) é similar ao ciclo C4 (Figura 4). No entanto, na rota CAM, as trocas
gasosas ocorrem no periodo noturno, onde o carbono atmosférico é fixado pela enzima
Fosfoenolpiruvato Carboxilase (PEPC), que catalisa a reagdo de carboxilacdo
adicionando carbono ao Fosfoenolpiruvato (PEP) e gerando um &cido orgéanico de
quatro carbonos, o 4&cido Oxaloacético, na forma desprotonada (Oxaloacetato).
Posteriormente, através da reacdo catalisada pela enzima Desidrogenase do Malato
(MDH), o oxaloacetato ¢ transformado em &cido Malico, outro &cido de quatro carbonos
que é produzido na forma de Malato no citosol com consumo de NADPH (Matsuoka et
al. 2018). Na etapa seguinte, 0 malato é convertido em &cido Malico que se acumula nos
vacuolos no periodo noturno (fase 1). No entanto, durante o dia, esse composto é
translocado para os cloroplastos onde € descarboxilado, formando novamente Malato e
liberando CO,, que reage com a RuBP por meio da RUBISCO (fase I1), o que inicia o
ciclo de Calvin (C3) normalmente (Figura 3) (fase IlI). (Christin et al. 2014; Matsuoka
et al. 2018; Pikart et al. 2018). Na fase 1V, as plantas CAM voltam a assimilar carbono
atmosférico devido a abertura estomatica no final da tarde, ocasionada pela deficiéncia
de CO, interno e de Malato (Matusoka et al. 2018). Uma das justificativas do
metabolismo CAM ¢é sua capacidade de neutralizar quase que completamente a
atividade Oxigenase da RUBISCO, devido a alta concentracdo de CO; intercelular,
diminuindo assim a fotorrespiracdo e, consequentemente aumentando a eficiéncia na
fixacdo de carbono (Wolfe e Tonsor 2014). No entanto, baixas concentracdes

impulsionam as reacgdes fotorrespiratorias (Wolfe e Tonsor 2014).
1.4 Plasticidade CAM em Plantas Sujeitas a Estresses Abidticos

O ambiente tem a capacidade de modular o modo de assimilacdo e fixacdo do
carbono nas plantas (Habibi 2016; Holtum et al. 2017; Winter e Holtum, 2017). Em
outras palavras, as plantas que se comportam como C3 ou C4 também podem
metabolizar carbono pela via CAM (Winter e Holtum 2017). Nesse contexto, podem-se
classificar as plantas CAM em diversos tipos quanto a plasticidade fotossintética
(Habibi 2016). Essa classificacdo é baseada em medidas de atividade estomatica,
assimilacdo liquida de carbono e variacGes na acidez dos tecidos foliares (Figura 5).

E demonstrado que a plasticidade na rota CAM pode ocorrer em funcio do

7



excesso de luminosidade (Winter e Holtum, 2002; Luttge 2004; Littge 2006), seca
(Habibi e Hajiboland 2012; Brilhaus et al. 2016; Holtum et al. 2017; Winter e Holtum
2017; Abreu et al. 2018), altas temperaturas, altos déficit de pressdo de vapor (Lttge,
2004) e excesso de salinidade (Matsuoka et al. 2018; Montero et al. 2018).

Plantas consideradas como CAM obrigatorias (constitutivas) realizam
normalmente as quatro fases do metabolismo CAM. Em resumo, ha abertura estomatica
a noite ao passo que os mesmos ficam fechados durante o dia enquanto o cido mélico é
metabolizado (Christin et al. 2014; Habibi 2016; Holtum et al. 2017; Matsuoka et al.
2018; Pikart et al. 2018). Plantas com essas caracteristicas habitam regifes de baixa
umidade e de baixos indices de precipitacdo pluviométrica, habitando ecossistemas
desérticos (regides aridas) e regides semiaridas (Cushman 2001).
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Figura 4 — Esquema geral do sistema de fotossintese do tipo CAM (Metabolismo
Acido das Crassulaceas). Fonte: Adaptado de Ming et al. (2015).

Curiosamente, é relatada a ocorréncia de plantas que possuem o0 sistema

fotossintético intermediario, ou seja, transitar o metabolismo C3 para CAM ou C4 para
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CAM dependendo das condi¢bes ambientais (Holtum et al. 2017; Winter e Holtum
2017). Por exemplo, em situacdes onde o balan¢o hidrico do ecossistema é muito
positivo, ou seja, com grande disponibilidade de &gua, foi verificado que algumas
espécies realizavam o metabolismo do carbono na rota C3/C4, enquanto que, com a
chegada da época da estiagem, essas mesmas plantas realizavam a rota CAM. Logo,
espécies com essas caracteristicas podem ser classificadas como plantas intermediarias
C3-CAM, C4-CAM ou plantas CAM facultativas (Facultative CAM) (Holtum et al.
2017; Winter e Holtum 2017).

Esse mecanismo de assimilagdo de carbono permite que as espécies maximizem
sua produtividade via rota C3/C4 quando a disponibilidade hidrica é significativa,
enquanto que, na rota CAM, h& a maximizagdo da eficiéncia do uso da 4gua (EUA) no
periodo de escassez hidrica, atraves da diminuigdo da transpiracdo (Holtum et al. 2017,
Winter e Holtum, 2017). No entanto, Holtum e Winter (2014) submeteram plantas de
Agave angustifolia Haw., (Asparagaceae), uma especie do caribe, a diferentes niveis de
temperatura e verificaram que, a partir de dados de acidez titulavel, a capacidade de
transicdo no sistema fotossintético dessas plantas é limitada. Em um estudo mais
recente, Rodriguez-Escriba et al. (2015) montaram um experimento de campo e em casa
de vegetacdo com plantas de abacaxi (Ananas comosus (L.) Merr.) e conseguiram
induzir nessa espécie o metabolismo CAM sob efeito da alta densidade de fluxo de
fotons (PPF=800 umol m 2 s), com condicdes de temperatura e umidade monitoradas
ao longo do dia.

Recentemente, Matsuoka et al. (2018) estudando a espécie halofita
Mesembryanthemum crystallinum L., pertencente a familia Aizoaceae, conseguiram
estimar a inducdo do metabolismo CAM em substrato salino contendo concentracao
especifica de cloreto de sédio (NaCl) a partir de valores de coeficiente de queenching
ndo-fotoquimico (NPQ) durante o periodo noturno. Essa varidvel quantica reflete o
quanto a planta estad dissipando energia proveniente dos fotons em forma de calor
(Baker 2008). Em Mesembryanthemum crystallinum, espécie modelo C3-CAM, a
inducdo do metabolismo CAM ocorre por influéncia da salinidade (Matusoka et al.
2018). Nesse contexto, em modo C3, a concentracdo do pigmento zeaxantina causa a
abertura estomatica sob a influéncia da radiacdo na regido do azul. Todavia, em modo
CAM, o aumento do pigmento é blogueado, causando o fechamento estomatico sob o
efeito da radiacédo supracitada (Murchie e Niyogi 2017).

Habibi e Hajiboland (2012) analisaram a CAM facultativa Sedum album L.
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(Crassulaceae) e constataram uma ascendente na acidez dos tecidos com aumento da
escassez hidrica, especificamente, ap6s quadro dias de tratamento de estresse hidrico.
Holtum et al. (2017) usando um sistema continuo de trocas gasosas e dados de acidez
titulavel avaliaram a transicdo em plantas de Calandrinia (Montiaceae) em uma regido
arida da Austrélia e verificaram a predominancia da fotossintese CAM com suspensao
integral da irrigacdo, e que quando séo reidratadas, essas espécies transitam novamente
para a rota C3, processo denominado de reversdao. Em relagéo a plantas facultativas do
tipo C4-CAM, acredita-se que esse comportamento ocorre somente em espécies da
familia Portulacaceae (Edwards e Ogburn 2012; Christin et al. 2014; Winter e Holtum
2017).

As espécies CAM facultativas apresentam uma grande variagdo diurna da acidez
e funcionam como organismos hibridos intermediarios C3-CAM ou C4-CAM
(Cushman 2001). Em contrapartida, foram identificadas especies com caracteristicas
distintas das plantas CAM facultativas. Nesse caso, algumas destas podem ser
denominadas de plantas CAM-Cycling, ou seja, plantas com padrdes de trocas gasosas
similares a plantas C3 no periodo diurno, enquanto comportam-se como CAM no
periodo noturno quando sujeitas a condi¢Oes abioticas adversas (Cushman 2001; Habibi
2016; Scarano et al. 2016). Além, disso, plantas CAM-Cycling possuem uma baixa
variacdo diurna da acidez em comparacdo as plantas CAM facultativas e sdo mais
similares a plantas C3 fisiologicamente (Cushman 2001).

Adicionalmente, vegetais com essas caracteristicas mantém os estdmatos
fechados durante a noite e assimilam CO; noturno advindo da respiracdo celular para
sintese dos organicos tipicos do ciclo CAM (Scarano et al. 2016). Em relacdo a esse
conceito de reaproveitamento do CO, eliminado na respiracdo, essas plantas podem ser
também denominadas de plantas CAM recicladoras. Além disso, 0 mecanismo CAM-
Cycling pode operar em ecossistemas em tempos de seca com o intuito de minimizar a
perda de CO; durante a noite e garantir a maxima atividade da RUBISCO durante o dia
em modo C; (Sipes e Ting 1985; Ting 1985; Luttge 2004; Scarano et al. 2016).
Acredita-se também que esse modo CAM diminua os impactos impostos pela
fotoinibicdo causados pela alta luminosidade, preservando a integridade do aparato
fotossintético (Sacarano et al. 2016).

Talinum triangulare (Jacg.) Willd., Talinaceae, é outra espécie com CAM
induzivel bastante estudada (Winter e Holtum 2014; Brilhaus et al. 2016; Montero et al.

2018). Por exemplo, Montero et al. (2018) induziram o metabolismo CAM nessa
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espécie no modo reciclador aplicando tratamento salino, enquanto Brilhaus et al. (2016)
verificaram a transicdo C3-CAM por meio do déficit hidrico. Nesse segundo caso o
estudo envolveu analise de transcriptoma dessa espécie quando submetida & seca, ou
seja, como é modulada a sinalizacdo e sintese de compostos chaves envolvidos na
transcricdo de enzimas que participam de rotas relacionadas com a indugdo do
metabolismo CAM, como a do &cido Abscisico (ABA), nessa condi¢do. Além disso,
Scarano et al. (2016) constataram o metabolismo CAM-Cycling em plantas epifitas de
Clusia arrudae Planchon & Triana (Clusiaceae) em uma regido de cerrado no Brasil
durante uma estacdo seca. Paralelamente, Habibi e Hajiboland (2012) estudaram a
espécie CAM-Cycling Sedum stoloniferum L. (Crassulaceae) e verificaram um aumento
na acidez dos tecidos ap6s 12 dias aplicacdo de tratamento de seca.

Em alguns trabalhos, foi constatado que algumas familias de plantas quando
estdo expostas a condi¢cbes ambientais extremas, como lugares que enfrentam secas
longas, acionam um mecanismo de metabolismo CAM que mantém o0s estdmatos
fechados permanentemente (Rayder e Ting 1983; Cushman 2001). Esses vegetais séo
denominados de CAM-Idling, plantas que ndo realizam trocas gasosas e possuem
baixissima variacdo diurna da acidez dos tecidos (Sipes e Ting 1985; Cushman 2001).

Como a assimilacdo de CO, atmosférico é quase nula, é necessaria a reciclagem
do CO; liberado no ciclo do &cido Tricarboxilico (TCA) (Sipes e Ting 1985; Habibi
2016). Devido a inativacdo da atividade estomatica, as plantas CAM-ldling podem ser
denominadas de plantas CAM inativadoras ou inativantes. Além disso, em condi¢des
Otimas esses vegetais podem operar em modo C3 ou em modo CAM
constitutivo/obrigatorio (Rayder e Ting 1983). Os vegetais CAM-Idling possuem um
padrdo de acidez diurna semelhante a plantas CAM obrigatorias, e pode-se observar
uma semelhanca entre esses dois grupos fisiologicamente (Rayder e Ting 1983). CAM-
Idling foi verificado nas familias Cactaceae (Nobel 1977; Szarek et al. 1973; Rayder e
Ting 1981) Piperaceae (Hanscom e Ting 1978), Agavaceae (Nobel 1976),
Curcubitaceae (Szarek e Ting 1973) e Asclepiadaceae (Rayder e Ting 1983).

1.5 Familia Cactaceae como uma Potencial Moduladora C3-CAM

As Cactaceas integram o0 grupo das plantas superiores (angiospermas) e
distribuem-se por diversos tipos de fitofisionomias, dentre elas, florestas tropicais secas,
savanas, campos rupestres e as vegetacdes restingas. Além disso, diversos géneros

compdem essa familia, com aproximadamente 127 representantes desse taxon, segundo
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o International Cactaceae Systematics Group, 0s quais contem cerca de 1500 (Filho et
al. 2018) a 1816 espécies (Menezes et al. 2013). Esse grupo de plantas reproduzem-se
de maneira sexuada e assexuada (Abud et al. 2010), logo, podem ser propagadas
manualmente via estaquia (Telles et al. 2016). As Cactaceae agrupam 4 subfamilias:
Maihuenoideae, Pereskeoideae, Opuntioideae e Cactoideae (Filho et al. 2018), sendo

que a primeira ndo ocorre no Brasil (Zappy et al. 2015).

CAM CAM
C3 CAM CYCLING IDLING

Caracteristicas Estomaticas

Assimilagao Liquida de CO, Atmosférico

AN EAANES

Acumulago de Acidos Organicos

_ Al

Figura 5 — Comportamento estomatico, assimilacdo liquida de CO, atmosférico e

acumulo de &cidos organicos diarios durante o periodo diurno e noturno em plantas
operando em modo C3, CAM, CAM-Cycling e CAM-Idling. Fonte: Adaptado de
Kerbauy et al. (2012).

Individuos dessa familia estdo presentes direta ou indiretamente no dia a dia do
povo brasileiro, principalmente na regido nordeste, representando de maneira peculiar a
realidade do semiarido nacional e a cultura daquela regido, como por exemplo, nas

mausicas de artistas consagrados locais e nacionalmente (Filho et al. 2018). Enfatizando
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a distribuicdo dessa familia pelo semiérido brasileiro, Filho et al. (2018) apresentam

alguns exemplares de Cactéceas da flora sergipana (Figura 6).

Figura 6 — Exemplares de Cactaceas encontradas no estado de Sergipe. Fonte: Filho et
al. (2018). Onde: Melocactus sergipensis (a), M. zehntneri (b) e M. violaceus (c),
informalmente denominada de coroa-de-frade (Cactoideae), respectivamente; Tacinga
inamoena ou quipad (Opuntioideae) (d); Nopalea cochenillifera (Opuntioideae) ou
palma doce (e); Brasiliopuntia brasiliensis ou palma miuda (Opuntioideae) (f);
Pilosocereus gounellei ou xique-xique (Cactoideae) (g); Opuntia dillenii ou palma
santa (Opuntioideae) (h); Pilosocereus catingicola ou facheiro (Cactoideae) (i); Cereus

jamacaru ou mandacaru (Cactoideae) (j) e Hylocereus undatus, ou pitaia (Cactoideae)

().

Todos os individuos apresentados contém uma caracteristica marcante em
comum: caules fotossintetizantes, com presenca de cladodios e folhas modificadas em
espinhos, com excecao de individuos das subfamilias Pereskeoideae (género Pereskia) e
aparentemente algumas espécies de Opuntioideae (género Quiabentia), que apresentam
espinhos e limbos expandidos (Zappy et al. 2015) (Figura 7). Devido a presenga de
folhas ndo modificadas, a subfamilia Pereskeoideae, especificamente as espécies do

género Pereskia (popularmente conhecidas como Ora-Pro-Nobis), podem estar
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relacionadas com os ancestrais evolutivos das primeiras Cactaceas (Andrade 2008)

(Figura 8).

Cactaceae

‘Porulacacess” Parmskla Peraskiey Opunboideas  Molhuemnis
- -

Cactoideas

Perda de folhas
(vérias vezes)

Vascularizagdo do
cortex caulinar

Perda de folhas

Fotossintese

CAM caulinar (?) Fotossintese CAM caulinar (?)

+ Suculéncia do caule e dafolha

Fotossintese CAM caulinar (?)

Estématos no caule, formagéo
demorada da camada de derme
externado caule

Fotossintese CAM induzivel; Potencial
tecidual minimo é alto; Comportamento estomatico
conservativo; Alta eficiéncia do uso da agua; Habitat
semiarido quente com chuvas sazonais

Figura 7 — Eventos relativos a evolucdo dos cactos. Onde: informacdes

dentro de

retangulos brancos sdo mais precisas; informacbes de retangulos cinzas sdao mais

especulativas; triangulos pretos invertidos grandes indicam a grande diversidade de

espécies em relacdo aos triangulos invertidos pequenos. Fonte: Adaptado de Edwards e

Donoghue (2006).

A plasticidade na fotossintese CAM parece ser mais comum do que se

imaginava (Holtum et al. 2017). Por exemplo, sdo relatadas varias caracteristicas CAM
em espécies de Pereskia (Edwards e Diaz 2006; Edwards e Donoghue 2006) (Tabela 1).

Paralelamente, Edwards e Diaz (2006) apresentaram a inducdo de CAM em espécies da

subfamilia Pereskeoideae: Pereskia guamacho, P. aureiflora, P. zinniiflora, P.
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quisqueyana, P. aculeata, P. horrida, P. sacharosa e P. grandifolia. Em P. guamacho a
transicdo C3 para CAM foi observada quando a planta foi submetida aos efeitos da seca
(Edwards e Diaz 2006).

——  Pereskia GUAMACHO »

——  Pereskia aureiflora W

Pereskia Blao }I}

Pereskia zinniiflora

Pareskia marcanoi

——  Pareskia porulacifolia

Fersskis quisgueyana *

Pereskia lychnidifliora T

LB Sdad,

Ca-pro-nobis Pareskia * [ ]

CAM

H ——— Passsliy iceol i
recicladoras ereskia websriana

I¥IIWLIWD

—— Pereskia digz-romerpana

—— Pereskia sacharosa *

—— Pereskia nemorasa

—— Pereskia stenantha

Pereskia bahiansis by

caule, formacao
demorada da

camada de derme

externado caule L Cacloideas

Estomatos no /

Grupo dos cactos

Opunticideas

Figura 8 — Cladograma envolvendo a filogenia de espécies da familia Cactaceae. Onde,
estrelas brancas significam espécies em que foi estudada a plasticidade da fotossintese;
estrelas pretas significam espécies que apresentam o sistema CAM reciclador e
quadrados negros relativos as espécies que possuem o sistema CAM inativador. Fonte:
Adaptado de Edwards e Diaz (2006).

1.6 Caracteristicas de Ora-Pro-Nébis

Pereskia aculeata Mill., (Figura 9) informalmente denominada de Azedinha,
Espinho preto, Surucuct, Cip6é Santo, Lobol6bd, Espinho de Santo Antonio ou mais

conhecida como Ora-Pro-Nobis, é uma planta de médio porte que compde a familia
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Cactaceae, subfamilia Pereskeoideae a qual possui habito de liana (trepadeira) e
distribui-se, nacionalmente, nas florestas tropicais secas, Umidas e savanas (Zappi e
Taylor 2015).

Tabela 1 — Tragos do uso hidrico ecolégico de ancestral de Pereskia e o grupo dos
cactos. Fonte: Adaptado de Edwards e Donoghue (2006).

Informacdes Pereskia A Pereskia B Grupo dos cactos
ecofisioldgicas
Habitat semiarido semiarido Vérias regides,
mais diversa no
semiarido
Profundidade de raso raso raso
enraizamento
Resposta aos eventos de rapida rapida -
chuva
Potencial hidrico tecidual alto alto alto
minimo
Comportamento conservativo conservativo conservativo
estomatico
Taxa de Transpiragdo baixa baixa baixa
maxima
Eficiéncia do uso da agua alta alta alta
fotossintética
Armazenamento hidrico levemente levemente muito suculenta
tecidual suculenta suculenta
Metabolismo de carbono C3 com CAM C3 com CAM CAM
fotossintético induzivel induzivel

Em termos organogréficos, apresenta folhas verdadeiras totalmente expandidas,
embora seja uma cactacea. Além disso, os limbos foliares sdo ovais com nervuras
principais acrodomas, caule com presenca de aculeos, inflorescéncia cimosa e frutos
globulares, chegando a ter cinco sementes. (Zappi e Taylor 2015). Por outro lado, ndo
ha informacdes na literatura a respeito de caracteristicas da raiz desse vegetal. A Ora-
Pro-Nobis € bastante tolerante a seca, podendo se estabelecer em ambientes semiaridos,
logo, ha a possibilidade desta planta se tornar fonte de recurso alimenticio (nutricional)
e medicinal para a populacéo, ja que suas folhas sdo ricas em proteinas, fendis e outros

compostos antioxidantes (Silva et al. 2017). Entretanto, € relatado que essa espécie
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prejudica a biodiversidade de espécies de plantas nativas em regides da Africa do sul,

sendo preciso estudos de controle bioldgico dessa planta (Pikart et al. 2017).

Figura 9 — Plantas de Ora-Pro-Nobis (Pereskia aculeata Mill.) cultivadas em vasos e
sujeitas as condigdes de casa de vegetacdo em uma regido semiarida no municipio de
Serra Talhada, PE. Fonte: O Autor.

Além disso, a espécie tem uma importancia relevante quando se trata de
alimentos e nutrientes, pois, as folhas possuem grandes quantidades de ferro e calcio e
podem ser adicionadas a outros ingredientes para preparos de diversos pratos (Kazama
et al. 2012). Dentre os alimentos, a Ora-Pro-Ndébis pode ser utilizada para confec¢do de
farinhas, saladas e macarrdo (Telles et al. 2016). A Ora-Pro-Nobis, devido ao alto teor
proteico foliar e de aminoacidos como lisina e fibras sdo denominadas de carne de
pobre, chegando a superar hortalicas que sdo usadas frequentemente (Telles et al. 2016).
Portanto, se reforca a ideia dessa espécie se tornar fundamental para varios estudos
boténicos com a finalidade de aproveitamento do seu alto potencial produtivo (Silva-
Junior et al. 2010).
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2 Capitulo Il — Inducéo de CAM-Cycling reduz perdas noturnas de CO, e mantem
a integridade do PSII em plantas de Ora-Pro-Nobis sujeitas ao déficit hidrico

Resumo

Ora-Pro-Nobis (Pereskia aculeata Mill.) é uma espécie com atividade predominante da
rota C3 para assimilacdo de carbono sob as condicGes hidricas 6timas, porém apresenta
potencial genético de plasticidade para induzir o metabolismo CAM sob o déficit
hidrico. Essa transicdo C3/CAM representa uma importante estratégia de aclimatacdo a
seca, porém 0s mecanismos responsaveis pela transicdo sdo pouco conhecidos nessa
espécie. O objetivo desse estudo foi caracterizar mudancas especificas no processo
fotossintético durante a transicdo C3/CAM em plantas de Ora-Pro-Nobis quando
expostas ao déficit hidrico gradual com base nas trocas gasosas, atividade fotoquimica e
acidez foliar. Foram realizados dois estudos, nos quais as plantas foram expostas ao
deéficit hidrico gradual seguido de reidratacdo sob as condi¢fes controladas (camara de
crescimento) e em casa de vegetacdo. Medidas de trocas gasosas e curva de inducao
fotoquimica foram realizadas associadas a medidas diurnas de acidez. Foi verificado um
alto grau de fotoprotecdo e um declinio significativo da assimilagdo de CO, em plantas
estressadas e baixa fixacdo noturna quando os estdmatos estavam fechados, com
pequena variagdo da acidez. Além disso, ndo foram constatadas diferencas nos valores
de 8*3C. Em plantas reidratadas, observaram-se padrdes fisioldgicos caracteristicos de
C3 similarmente as plantas controladas. Os dados mostram que plantas de Ora-Pro-
NObis quando estdo sujeitas ao déficit hidrico, podem realizar CAM-Cycling, uma
forma de CAM de baixa intensidade caracterizada pela refixacdo de CO; respiratorio
noturno e retornar a rota C3 quando reidratadas. Essas mudancas metabdlicas garantem
um maior ganho liquido de carbono em relacdo as plantas quando mantem

exclusivamente a via C3 de assimilacao de carbono.

Palavras-Chave: Cactaceae, CAM-Cycling, Estresse Hidrico, Fixacdo Noturna,

Metabolismo do carbono, Transi¢cdo C3-CAM.
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Abstract

Ora-Pro-Nobis (Pereskia aculeata Mill.) is a species with predominant activity of the
C3 route for carbon assimilation under optimal water conditions, but it has the potential
for genetic plasticity to induce or metabolize CAM under water deficit. This C3/CAM
transition represents an important drought acclimatization strategy, but the mechanisms
responsible for the transition are little known in this species. The aim of this study was
to characterize specific changes in the photosynthetic process during the C3/CAM
transition in Ora-Pro-Nobis plants when exposed to a gradual water deficit based on gas
exchange, photochemical activity and leaf acidity. Two studies were carried out, in
which the plants were exposed to a gradual water deficit followed by rewatering under
controlled conditions (growth chamber) and in a greenhouse. Gas exchange
measurements and photochemical induction curve were performed associated with
daytime acidity measurements. There was a high degree of photoprotection and a
significant decline in CO, assimilation in stressed plants and low nocturnal fixation
when the stomata were closed, with little variation in acidity. In addition, no differences
were found in the 8*3C values. In rewatered plants, physiological patterns characteristic
of C3 were observed similarly to controlled plants. The data show that Ora-Pro-Nobis
plants, when subjected to water deficit, can perform CAM-Cycling, a form of low-
intensity CAM characterized by the refixation of nocturnal respiratory CO, and return to
route C3 when rewatered. These metabolic changes guarantee a greater net carbon gain
compared to plants when they exclusively maintain the C3 pathway of carbon

assimilation.

Keywords: Cactaceae, C3-CAM shift, CAM-Cycling, Carbon Metabolism, Dark
Fixation, Drought, Water Stress.
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2.1 Introducao

O déficit hidrico é a principal causa da reducdo do crescimento e da
produtividade de espécies agricolas (Fathi e Tari 2016). Esse fator abidtico além de
influenciar no menor acumulo de biomassa na folha e raizes da planta, reduz
significativamente a condutancia estomatica e a eficiéncia fotossintética (Blum 1997).
No entanto, o nivel de toleréncia e resisténcia ao estresse hidrico é bastante variavel
entre as espécies vegetais (Kaiser 1987). Em lugares desérticos, onde predomina a
escassez hidrica, habitam espécies onde a rota CAM (metabolismo é&cido das
crassulaceas) é determinada por esse parametro ambiental (Winter e Holtum 2017;
Holtum et al. 2017). Esse estabelecimento é possivel devido essas espécies possuirem
caracteristicas adaptativas (Herrera, 2009), como por exemplo a baixa taxa
transpiratoria, 0 que maximiza a eficiéncia do uso da agua comparado as plantas C3
(Dunn et al. 2013; Edwards e Donoghue 2013),

A rota CAM permite as plantas a assimilacdo de carbono pelo ciclo de Calvin-
Benson em ambientes extremamente secos e quentes ao diminuir a fotorrespiracéo
(Luttge, 2002). As plantas CAM englobam aproximadamente 7% das plantas vasculares
(Cushman et al. 2008), entretanto, ha espécies que apresentam variagdes no
metabolismo conforme influéncia do ambiente (Winter e Holtum 2014). A progressédo
evolutiva da fotossintese C3 para CAM néo séo claros, sendo necessaria a comparagédo
de espécies C3, CAM e os fisiotipos, a melhor compressdo da inducdo de CAM e sua
fisiologia, além de sua contribuicdo para fixacdo noturna de carbono (Heyduk et al.
2016). No entanto, a expressédo C3-CAM em funcdo de um fator ambiental €
considerada um fendmeno comum (Winter e Holtum 2014; Winter e Holtum, 2017;
Holtum et al. 2017). Logo, o entendimento desses processos torna-se fundamental para
0 estudo da engenharia da fotossintese CAM, resultando em alternativas para o
melhoramento da eficiéncia do uso da agua de culturas C3 (Winter 2019) de potencial
alimenticio, além do aumento da produtividade (Yang et al. 2015). Assim, é necessaria
a aquisicdo de novas tecnologias associadas ao comportamento plastico de CAM as
quais desvendam o arranjo biol6gico que conferem aos vegetais essa caracteristica
(Winter e Holtum 2014; Brilhaus et al. 2016).

Em termos ambientais, o estudo da plasticidade fornece subsidios para o
entendimento dos mecanismos que garantem tolerancia das plantas CAM a certos

estresses especificos, como salinidade e seca (Niewiadomska et al. 2004; Holtum et al.

27



2017). Nesse sentindo, tem crescido o nimero de trabalhos concentrados nessa area da
ecofisiologia vegetal, com uso de diversos modelos vegetais, tais como Clusia
pratensis, Calandrina polyandra, Mesembrianthemum crystalinum, Talinum
triangulare, Portulaca oleracea e Isoetes howellii (Winter e Holtum, 2014). Além
disso, boa parte dos experimentos com plantas com plasticidade na rota CAM s&o
realizados em potes localizados em camaras de crescimento (Winter et al. 2011;
Kuzniak et al. 2016; Holtum et al. 2017). Porém, ha pesquisas concentradas em
condicdes de casa de vegetacdo (Herrera et al. 2015) ou de campo (Holtum et al. 2017),
as quais sao essenciais por representar com maior precisdo o ambiente natural da planta.

A fixagdo liquida de CO; e a acidez dos tecidos foliares no periodo noturno
(AH") juntamente & suculéncia sdo as principais evidéncias do metabolismo CAM
(Osmond, 1978; Herrera 2009; Herrera et al. 2015). Na maioria dos trabalhos,
destacam-se principalmente variaveis de trocas gasosas como ferramentas marcadoras
dessa rota fotossintética, paralelamente com a acidez titulavel (Winter e Holtum 2014;
Habibi e Ajory, 2015; Holtum et al. 2017; Winter e Holtum 2017). Dentre elas, séo
destacadas a assimilacdo liquida de CO, (Pyn), transpiracdo (E) e a condutancia
estomatica (gs). Além disso, a eficiéncia no uso da dgua costuma também ser bastante
utilizada (Habibi e Ajory, 2015; Herrera et al. 2015). Outro parametro bastante usado
para estudar plasticidade CAM é a composicdo do carbono 13 (5'°C), calculado
indiretamente em funcéo da eficiéncia bioguimica (Ci/C,) (Flanagan e Farquhar 2014),
traduzindo as diferentes capacidades de discriminacdo do carbono 13 pela RUBISCO
(Ribulose 1,5 Bi-fosfato Caroxilase-Oxigenase) e a PEPC (Fosfoenol Piruvato
Carboxilase) (Herrera et al. 2015). Por outro lado, Matsuoka et al. (2018) estimaram a
inducdo de CAM na hal6fita Mesembrianthemum crystalinum a partir de valores de
NPQ (quenching ndo-fotoquimico) com tratamento salino.

Na espécie modelo Talinum triangulare é relatado a inducdo de CAM por déficit
hidrico (Herrera et al. 2015; Brilhaus et al., 2016) ou salinidade (Montero et al. 2018).
Holtum et al. (2017) trabalharam com espécies de Calandrinia e perceberam
comportamento C3 quando bem irrigadas, e padrdes de trocas gasosas e acidez CAM
com a desidratacdo do substrato. Além disso, com o inicio da reidratacdo (remoc¢édo do
estresse), as plantas voltaram a exibir fotossintese C3. Nesse caso, ocorreu 0 processo
de reversdo, o qual é pouco testado e prova que o metabolismo CAM é verdadeiramente
opcional (facultativo) (Winter e Holtum 2014; Holtum et al. 2017; Winter e Holtum
2017).
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A plasticidade da rota CAM, em varios grupos de plantas pode ser caraterizada
em quatro fisiotipos, descritos como: obrigatorio (Littge 2002; Niewiadomska et al.
2004; Black e Osmond 2003; Matsuoka et al., 2018), facultativo (intermediario C3-
CAM), reciclador (CAM-Cycling) e inativador (CAM-Idling) (Luttge, 2004; Herrera,
2009). As plantas CAM facultativas exibem metabolismo C3 em condiges Otimas e
alternam para CAM quando aplicado um estresse ambiental (Borland et al. 2011;
Winter e Holtum 2014; Holtum et al., 2017). Na forma CAM-Cycling, a expressao de
CAM ¢ baixa (Herrera, 2009) e padrdes de trocas gasosas C3 sdo observados durante o
dia, enquanto que, no periodo noturno, os estbmatos estdo fechados com simultanea
refixacdo do CO, respiratério (Sipes e Ting 1985; Cushman 2001). CAM-Idling €
considerado a forma mais intensa de CAM, ocorrendo quando o estresse & extensivo
(Rayder e Ting, 1983; Cushman 2001). Nesse modo, ndo ha atividade estomatica,
apenas refixacdo do carbono endogeno durante o periodo noturno (Rayder e Ting 1983;
Winter e Holtum, 2002; Luttge 2010). Além disso, CAM-ldling é a forma mais
desconhecida de CAM, no entanto, € ressaltado o seu papel na estratégia de
sobrevivéncia da planta (Hanscom e Ting 1978; Winter, 2019). Dentre as familias que
operam CAM, destacam-se as cactaceas, com algumas espécies que apresentam folhas
verdadeiras, como a Ora-Pro-Nobis (Pereskia spp) (Edwards et al. 2005).

Ora-Pro-Noébis (Pereskia aculeata Mill.) familia Cactaceae, subfamilia
Pereskioideae, € um vegetal com habito de liana e de porte arbustivo, com folhas
coriaceas simples e nervuras elipticas, podendo atingir aproximadamente 10 metros de
altura. Além disso, apresenta espinhos na base da folha (Edwards et al. 2005), sendo
uma planta rica em mucilagem e proteina, além de possuir potencial alimenticio e
farmacéutico (POMPEU et al. 2014). A Ora-Pro-Nobis € uma planta nativa de regides
tropicais da América, com distribuicdo nas demais regides tropicais do planeta (Morton
1978; Weed Management Guide 2003; Olckers 2004).

Nesse estudo, é hipotetizado que Ora-Pro-Nobis € uma espécie com
metabolismo fotossintético predominante do tipo C3, porém a assimilacdo de carbono
pode ocorrer pela via CAM quando expostas ao déficit hidrico como mecanismo
compensatério as perdas de CO, tipicas do metabolismo C3 nessas condicdes. No
entanto, os processos moleculares que encadeiam essa transicdo sdo ainda pouco
entendidos (Yang et al. 2015). Assim, o presente estudo teve como objetivo caracterizar
a modulacdo de mecanismo associados com a eficiéncia fotossintética com base em

pardmetros de trocas gasosas, atividade fotoquimica, mudanga de acidez celular e
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comportamento estomatico, durante a transicdo C3-CAM em plantas de Ora-Pro-Ndébis
expostas ao estresse hidrico.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Material Vegetal e Tratamentos

O estudo foi realizado com base em dois experimentos, um em camara de
crescimento (Experimento 1) e outro em casa de vegetacdo (Experimento I1). As plantas
de Ora-Pro-Nobis (Pereskia aculeata Mill.) foram obtidas por propagacdo vegetativa a
partir de estacas (comprimento 15 cm/diametro de 10 mm e 4 a 6 gemas), crescidas em
vasos de 5 litros com areia e vermiculita 1:1 (v/v) irrigadas diariamente com solucgéo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), por 67 dias em casa de vegetacao.

Para o experimento | as plantas foram transferidas para cadmara de crescimento
(Fitotron SGC 120) com condicdes controladas de temperatura (25 °C dia/20 °C noite),
umidade relativa (55% dia/65% noite), luminosidade (400 pmol de fotons m? s?) e
fotoperiodo (12 horas). Nessas condi¢bes, um grupo de plantas recebeu irrigacéo
diariamente (controle) e outro foi submetido ao déficit hidrico durante 46 dias,
recebendo 25% do volume aplicado no controle (déeficit de 75%). As plantas expostas ao
déficit hidrico foram reidratadas por um periodo de 16 dias. (Para o critério de 46 dias
de déficit hidrico foi adotado o0 momento em que a Py atingiu valores minimos e
estaveis no tempo).

Para o experimento IlI, um grupo de plantas foi bem irrigado diariamente
enquanto o outro foi submetido a suspensao da rega por sete dias (sintomas de perda da
turgescéncia foliar), seguido de reidratacdo por mais sete dias. Em plantas bem
irrigadas, sob o déficit hidrico e reidratadas foram realizadas medidas de crescimento,
potencial hidrico, trocas gasosas, atividade fotoquimica e coletadas folhas para
mensuracoes de acidez titulavel e indicadores de danos e protecdo oxidativa, como dano
de membrana por peroxidacdo de membrana (TBARs) e Ascorbato (ASA) e Glutationa
(GSH) reduzidos.

Os experimentos descritos em seguida foram realizados em delineamento

inteiramente casualizado (DIC). Nos experimentos | e Il os tratamentos consistiram de
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trés plantas bem irrigadas (controle), trés plantas submetidas ao déficit hidrico (seca) e
posteriormente recuperadas (reidratagdo). A parcela experimental consistiu de um vaso
contento uma planta cada e todos os tratamentos foram representados por trés
repeticGes. Os dados das variaveis foram analisados por meio de analise de variancia
(5%) seguidos por teste de média (Tukey 5%) ou comparados por meio de médias +

desvio padrdo da média.

2.2.2 Medidas de Matéria Fresca

Ao fim de sete dias apds da imposicdo do tratamento de estresse hidrico no
experimento 1, as plantas de Ora-Pro-Nobis foram coletadas e separadas em raizes,
caules e folhas, para determinacdo da massa fresca, em balanca semianalitica, obtendo
as variaveis de massa fresca da folha (MFF), massa fresca do caule (MFC), massa fresca
das raizes (MFR), massa fresca da parte aérea (MFPA) e a massa fresca total (MFT). Os
dados foram expressados em g MF planta™.

2.2.3 Medidas de Fluorescéncia da Clorofila a

Os dados de fluorescéncia da clorofila a foram obtidos por meio de um
fluorimetro modulado analisador de eficiéncia fotossintética, tipo MINI-PAM-II da
Walz (Germany), através da metodologia de pulso de saturacdo (PS). As coletas de
dados foram realizadas em uma folha verde totalmente expandida proxima a regido
mediana do ramo foliar, as 10h00min da manhd (periodo diurno) e as 22h00min da
noite (periodo noturno). Através de pincas (Dark Leaf Clip) as folhas selecionadas
foram aclimatadas ao escuro por um periodo de 1 hora durante o periodo diurno, para
obtencdo dos seguintes parametros fotoquimicos (F,, Fm € FW/Fn), sendo FJ/Fn=(Fn-
Fo)/Fm (Kitajima e Butler 1975).

Em seguida, as folhas foram aclimatadas ao claro para determinacdo das
variaveis fotoquimicas: Fo’=Fo/(((Fm-Fo)/Fm)+(Fo/Fm’)) (Oxborough e Baker, 1997);
Y(ID=(Fn’-F)/Fw’ (Genty et al. 1989), gP=(Fn’-F)/(Fn’-F,’) (Schreiber et al. 1986;
Kooten e Snel 1990), qL=gP*(F,’/F) (Kramer et al. 2004) NPQ=(Fn’/Fn)-1 (Bilger e
Bjorkman 1990). Onde, F,: Fluorescéncia minima de folhas adaptadas ao escuro, Fy’:
Fluorescéncia minima de folhas adaptadas a luz, F: Fluorescéncia do estado de
equilibrio dindmico da clorofila quando submetida a luminosidade, Frn: Fluorescéncia

méaxima de folhas adaptadas ao escuro, Fn’: Fluorescéncia maxima de folhas adaptadas
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a luz, F./Fny: eficiéncia quantica maxima do PSII, Y(II): Eficiéncia quéntica atual do
PSII, gP: Coeficiente de quenching fotoquimico gL: quantidade de centros de reagdes
abertos no PSII, e NPQ: coeficiente de quenching ndo-fotoquimico.

Paralelamente, foi determinada a taxa relativa de transporte de elétrons (ETR,
umol elétrons m? s™), onde ETR=DFFF*0,84*0,5*Y(ll). Assim, foram feitas leituras
de curvas de inducdo fotossintética (IC) 46 dias apds aplicacdo do tratamento hidrico
(experimento 1) e realizadas leituras pontuais na intensidade luminosa intermediéria de
630 umol fotons m™ s™ durante 20 segundos e pulso de saturagdo PS=5000 pmol fotons
m?2 s em plantas controle, submetidas & seca e reidratacéo por sete dias (experimento
I1). Na curva IC, as plantas foram submetidas a um PS=5000 e a uma luz actinica fixa

2

de 190 umol fétons m? s* durante 400 segundos, com 20 segundos entre cada

pulso/DFFF.

2.2.4 Medidas de Trocas Gasosas e Curvas de Resposta da Fotossintese em
Relagéo a Luze CO;

As trocas gasosas foram avaliadas em folhas verdes totalmente expandidas na
regido mediana do ramo, as 10h00min da manhd (periodo diurno) e as 22h00min da
noite (periodo noturno), por meio de um sistema de fotossintese portatil a
infravermelho, modelo GFS-3000FL da Walz (Germany), onde, determinaram-se 0s
seguintes parametros: Fotossintese liquida (Pn, pmol CO, m? s?), transpiracdo (E,
mmol H,O m? s?), condutancia estomética (g, mm H,O m? s™), concentracdes
intercelular (C;, pumol CO, mol™ ar) e ambiente (C,, pmol CO, mol™* ar) de CO; e
temperatura da folha (Ty, °C). De posse dos dados acima foram calculados os seguintes
parametros ecofisiologicos: Eficiéncia instantanea no uso da agua (Pn/E), eficiéncia
intrinseca no uso da agua (Pn/gs), nivel de carboxilagdo maximo (Pn/C;) e a eficiéncia
bioguimica Ci/C.,.

As folhas foram alocadas na cuveta com as seguintes condi¢es controladas:
DFFF=1500 pumol fétons m? s* (Dia) e 0 umol fétons m? s* (Noite), Tew=25°C,
H,0a=1700 pumol H,O mol™ ar, CO4s=400 pmol CO, mol™ ar e um fluxo de gases
equivalente a 750 pmol de ar s™. Onde, T, temperatura na cuveta, HyOabs: umidade de
entrada na cuveta e COg,s: concentracdo de CO, aplicado na cuveta. Na curva Py x
DFFF, as plantas foram submetidas as intensidades luminosas (DFFF) descritas por Coe

e Lin (2018), enquanto que para a curva Py x Cj, as plantas foram aclimatadas as
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quantidades de CO,ps descritas por Busch (2018). As leituras pontuais foram realizadas
nos dias 0, 3, 6, 10, 16, 19, 26, 46 de déficit hidrico e nos nove e 16 dias de reidratacéo.
Finalmente, as leituras pontuais horérias foram realizadas durante 6h00min, 9h00min,
12h00min, 15h00min (periodo diurno), 18h00min, 21h00min, 00h0OmMin e 3h00mMin da
manha (periodo noturno) aos 44 dias apds aplicacdo do estresse.

Além disso, a partir de ajustes matematicos realizados nas curvas diurnas e
noturnas Py X DFFF (Marshall e Biscoe 1980; Thornley e Johnson 2002) e Py X C;
(Ellsworth et al., 2018), foram calculadas as seguintes variaveis: Respiracdo no escuro
(Raark, tmol CO; m? s™), ponto de compensacgdo de luz (LCP, pmol fotons m? s?),
fotossintese liquida maxima (Py max, pmol CO, m? s™), taxa méxima de carboxilacdo
da RUBISCO (Vemax, pmol CO, m? s™), respiracéo em presenca da luz (Rg, pmol CO,
m?2s?), taxa méxima de transporte de elétrons fotossintéticos (Jmax, pmol elétrons m? s

1) e condutancia no mesofilo (gm, mol CO, m? s™).

2.2.5 Composicdo do Carbono 13 (8™3C) e o Balanco Liquido de CO
Noturno (Fn)

A variavel §°C (%o) foi obtida indiretamente a partir de dados de Ci/C,,
conforme Flanagan e Farquhar (2014), segundo a férmula: 83C=—12,44-26,2*(Ci/C,).
Adicionalmente, o célculo da Fy (umol CO, m? s* dias) em plantas estressadas foi
realizado a partir do produto dos valores de Py noturnos médios pelo intervalo de tempo
em dias, com inicio no momento em que se verificou o inicio do decaimento dessa
variavel durante o dia (0 mesmo procedimento foi realizado para obtencio de §'°C,
porém foram considerados apenas os valores médios no tempo) em relacéo a Py diurna
de plantas bem irrigadas. Ao final do periodo de reidratacdo, as variaveis foram

calculadas novamente.
2.2.6 Potencial Hidrico Foliar

O potencial hidrico foliar (\year) foi obtido a partir de folhas verdes saudaveis da
regido mediana do ramo excisadas durante o final do periodo noturno, 5h00min da
manha (pré-dawn), com auxilio de uma camara de pressdo do tipo Scholander
(Scholander et al. 1965). Para tanto, as folhas foram inseridas dentro da camara e foi
aplicada uma pressdo maxima necessaria para ocasionar a saida de seiva xilematica do
peciolo, equivalente a yiear. AS analises foram realizadas aos 44 dias apos aplica¢éo dos

tratamentos e ao final do periodo de reidratacao.
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2.2.7 Imagens e Biometria dos Estomatos

As impressdes dos estdmatos durante o dia e a noite e sobre diferentes condigdes
hidricas foram obtidas pressionando as faces abaxial (AB) e adaxial (AD) da folha
contra gotas de Cianoacrilato (CsHsNO;) em laminas de vidro 44 dias ap6s aplicacdo do
tratamento. Posteriormente, as imagens foram processadas com auxilio de um
microscopio Optico do tipo LX 500 acoplado a uma camera digital. De posse das
imagens, foram determinadas a densidade estomética (De, est./mm?) e abertura do
ostiolo (Ao, um), por meio do software Image-Pro Plus 4.5.0.29. As leituras de
densidade estomatica foram feitas numa resolugao de 150 um, com uma lente de 10x,
enquanto que, para determinacdo da abertura do ostiolo, foi usada a lente de
aproximacao de 40x.

2.2.8 Conteudo de Carboidratos Solaveis Totais (CST)

0,1 g de massa fresca foliar de plantas do experimento Il coletadas as 18h00min
(fim do dia) e as 6h00Omin (fim da noite) foram macerados em presenca de N, com
auxilio de almofariz e pistilo e adicdo de 2,5 ml de agua destilada. O extrato obtido foi
submetido ao banho maria a 98 °C por 1 hora. A variavel CST foi determinada
conforme o método fenol-sulfurico descrito por Dubois et al. (1956). Para tanto, foram
coletadas aliquotas de 250 ul do extrato, 250 ul de Fenol 5% (CsHsOH), 1,75 ml de
acido Sulfarico 97% (H,SO,) e adicionadas a tubos de ensaio nessa ordem. As leituras
foram feitas em temperatura ambiente em espectrofotdometro a 490 nm. A variavel CST
foi determinada com base em curva padrdo de d-glicose e dados foram expressos em

mmol de carboidratos soltveis g* MF.

2.2.9 Determinacdo do Conteido de Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARs), Ascorbato Reduzido (ASA) e Glutationa Reduzida (GSH)

Amostras contendo 0,1 g de peso fresco foliar de plantas do experimento Il
coletadas as 18h00min (fim do dia) e 6h00min (fim da noite) foram maceradas em
almofariz na presenca de nitrogénio liquido, até obtencdo da farinha, seguido da adicao
de 750 pl de &cido Tricloroacético 6% (TCA). O extrato sera centrifugado a 10000 x g
por 15 min em temperatura de 4 °C e aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para
reacdo. O sobrenadante foi coletado e foram feitas leituras de TBARs, ASA e GSH.

O contetdo de TBARs foi determinado com base em Heath e Packer (1968).
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Foram coletadas aliquotas de 250 ul de extrato e adicionados a 1 ml em solucdo
contendo TCA 20% e 0,5 % de acido Tiobarbitdrico (TBA). Posteriormente, as
amostras foram alocadas em tubos com tampas rosqueadas e submetidas ao banho maria
a 95 °C por 1 hora. As leituras foram realizadas em temperatura ambiente em
espectrofotometro a 532 nm e 600 nm. Para determinagéo do completo MDA-TBA Foi
utilizado um coeficiente de extingdo molar igual a 155 mM™ cm™. Os dados foram
expressos em nmol MDA-TBA g MF.

A determinacdo de ASA foi realizada segundo Kampfenkel et al. (1995). Para
tanto, 50 pl de extrato foram coletados e adicionados a 150 pl tampao Fosfato de
Potéssio 200 mM (pH 7,5) (KH,PQOy,), 50 ul de &gua destilada, 250 ul TCA (10%), 200
ul de acido Fosforico 45% (HsPO,), 200 ul de Bipiridil (4%) (CioHsN2) e 100 ul de
Cloreto Ferro 111 3% (FeCls). As amostras foram alocadas em banho maria a 42 °C por
30 minutos. As leituras de absorbancia foram feitas 525 nm. O conteudo de ASA foi
determinado com base em curva padréo e expresso em pmol g™ MF.

A determinagdo do conteudo de GSH foi realizada de acordo com Griffth
(1980). 100 pl de extrato foram coletados e adicionados ao meio de reacdo contendo
1300 pl de tampédo Fosfato de Sédio 150 mM (pH 7,5) (NaH,PO,), 500 ul de tampéo
NaH,PO, 100 mM (pH 7,0) e 100 ul de &cido 5,5'-Ditio-Bis-(2-Nitrobenzodico) (DTNB)
(C14HgN20sS;) 30 mM em tampao NaH,PO, 100 mM (pH 7,0). O meio de reagdo foi
alocado em banho maria a 30 °C por 10 minutos. As leituras de absorbancia foram
realizadas em 412 nm. O conteido de GSH foi determinado com base m curva padrao e

expresso em pmol g™ MF.
2.2.10 Determinacao da Acidez Titulavel

Folhas de plantas bem irrigadas, submetidas a seca e reidratacdo por 7 dias
(experimento Il) foram coletadas as 18:00h (fim do dia) e as 6:00h (fim da noite) e
armazenadas em ultra freezer a -80°C para determinacéo da acidez titulavel [H*] pelo
método de Cushman et al. (2008) com modificacdes. Para tanto, 0,3 g de massa fresca
foram pesados e em seguida macerados com auxilio de almofariz e pistilo na presenca
de N liquido e Etanol 80% (v/v) (C,HsO). Posteriormente, o extrato foi alocado em
tubos de rosca e transportado para banho-maria para aquecimento a 80°C durante 30
minutos. Apds essa etapa, 0s extratos foram titulados com 0,1 M de Hidréxido de Sédio
(NaOH) usando como indicador 3 gotas de fenolftaleina 1%. Os resultados foram

expressos em pmol [H*] g™ MF.
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2.2.11 Anélise Estatistica

Para interpretacdo de graficos de barras e tabelas, foi realizada a analise de
variancia (ANOVA), através do teste F a 5% para verificar efeito de tratamento. Nesse
caso, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a nivel 5%, com auxilio do

software Sisvar.
2.3 Resultados

Resisténcia a fotoinibicdo, reducdo da eficiéncia fotossintética, baixa fixacdo
noturna de CO; intercelular, assim como pequena varia¢do da acidez foram constadas
em plantas de Ora-Pro-Ndbis submetidas a seca. Além disso, foram verificados aumento
na eficiéncia do uso da &gua noturna assim como impactos no status hidrico da planta e
variagdes noturnas na estabilidade da membrana, metabolismo oxidativo e de agucares

submetidas ao déficit hidrico.
2.3.1 Crescimento, Atividade Fotoquimica e Trocas Gasosas

Pode-se notar que, a massa fresca da folha (MFF), raiz (MFR), parte aérea
(MFPA) e total da planta (MFT) foi reduzida significativamente em plantas expostas a
suspensdo integral da rega, enquanto que, a variavel MFC ndo foi afetada pelo déficit

hidrico durante o experimento Il (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores de matéria fresca folha (MFF), caule (MFC), raiz (MFR), parte aérea
(MFPA) e total (MFT) em plantas de Ora-Pro-Ndébis bem irrigadas e sob as condicdes de

seca integral cultivadas em casa de vegetacéo.

Condicdo MFF MFC MFR MFPA MFT

Controle 88,06+£9,87a 71,57+12,06a 35,79+10,35a 159,64+17,87a 195,43+25,77a
Seca 56,52+0,86b 58,05+10,52a 16,65+4,31b 114,57+9,72b 131,23+11,14b

Médias nas mesmas colunas com letras iguais representam que ndo diferenca entre 0s
tratamentos hidricos pelo teste de Tukey a 5%.

Nédo foram constatadas diferencas estatisticas nas variaveis fotoquimicas entre
plantas bem irrigadas, expostas a seca e reidratacdo (experimento Il) (Tabela 2).
Todavia, é conveniente notar uma leve reducdo da ETR e um aumento do NPQ dessas

variaveis em plantas estressadas, com uma pequena recuperac¢ao quando as plantas sdo
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reidratadas.

Em plantas controle durante a noite, foram verificadas maiores diferencas para
as variaveis Y(II), gP e ETR (Figuras 1a, 1b e 1c), apresentando uma faixa de saturagéo
ap6s 120 segundos de exposicao a luz paralelo ao pulso de saturacdo. Logo, para Y(II),
plantas bem irrigadas apresentaram uma assintota horizontal de 0,5, enquanto que,
plantas bem irrigadas durante o dia e estressadas durante a noite estabilizaram em
aproximadamente em 0,4. Plantas estressadas durante o dia diferiram do controle apds
aproximadamente 280 segundos, saturando na faixa de 0,3.

Tabela 2 — Parametros fotoquimicos eficiéncia quantica maxima do PSII (F./Fr), eficiéncia
quantica atual do PSII (Y(II)), taxa relativa de transporte de elétrons (ETR), coeficiente de
quenching fotoquimico (gP), fracdo do numero de centro de reacOes abertos (gL) e o
coeficiente de quenching n&o-fotoquimico (NPQ) em plantas de Ora-Pro-Nébis bem
irrigadas, expostas a sete dias de seca integral e reidratacdo em presenca de luz actinica 620

umol fotons m™ s™ por 20 segundos cultivadas em condicdes de casa de vegetacao.

Condicao Fu/Fm Y(I1) ETR gP gL NPQ

Controle  0,82+0,01a 0,06+0,00a 18,3+2,51a 0,1+0,02a 0,03+0,00a 1,06+0,30a
Seca 0,79+0,01a 0,04+0,00a 10,8+1,27a 0,06+0,01a 0,03+0,00a 1,74+0,34a
Reidratacdo 0,81+0,00a 0,05+0,0la 13,9+3,63a 0,07+0,0la 0,02+0,00a 1,28+0,05a

Médias nas mesmas colunas com letras iguais representam que ndo diferenca entre 0s
tratamentos hidricos pelo teste de Tukey a 5%.

A ETR estabilizou numa faixa superior a 40 pmol elétrons m? s em plantas
bem irrigadas durante a noite, estabilizando de maneira similar em plantas estressadas
durante a noite e plantas controle durante o dia (Figura 1b). Plantas estressadas durante
o dia sofreram uma reducédo significativa da ETR em relacédo a plantas controle ap6s 280
segundos, estabilizando numa faixa 28,58% menor. Assim como em Y(II), os valores de
gP estabilizam em 0,7 em plantas noturnas bem irrigadas, enquanto que, nos demais
tratamentos, ndo foi possivel verificar uma diferenca significativa para qP, com plantas
estressadas durante a noite e plantas controle durante o dia, estacionando na faixa de
0,6, enquanto que plantas expostas a seca durante o dia saturaram em 0,5.

Com relacdo a variavel NPQ (Figura 1d), percebe-se que, apds

aproximadamente 120 segundos, plantas controle e estressadas durante o dia,
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apresentam um comportamento ascendente nos valores de NPQ, saturando em 1,5,
enquanto que, no periodo noturno, os valores de NPQ apresentaram uma redu¢do em
funcdo do tempo, estacionado em valores entre 0,5 e 1. Paralelamente, apds 160
segundos, foi possivel ver que a diferenca nos valores de NPQ diurnos e noturnos foi

significativa, independentemente do tratamento hidrico.

b) 50
40 g
= ) $222RTT 30 5
g "4 iapeeyeuveyery
4800079 20 £
Iy =z
o /A =4
14 =
10 =
0,0 2,0
0,8 1
1,5
0,6 -
o L 1.0 &
= 04 - g
—&— Bem Irrigado (Dia) L 05
02 | —0O— Seca (Dia) ’
’ —aA— Bem Irrigado (Noite)
—@— Seca (Noite) - 0,0
0,0 . . . . . . . .
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400

Tempo (s)
Figura 1 — Curva IC para os parametros fotoquimicos: eficiéncia quantica atual do PSII
(Y (1) (a), coeficiente de quenching fotoquimico (qP) (b), taxa relativa de transporte de
elétrons (ETR), e o coeficiente de quenching ndo-fotoquimico (NPQ) (d), em plantas de
Ora-Pro-Nébis bem irrigadas e submetidas a 46 dias de déficit hidrico em uma camara
de crescimento, em resposta ao tempo e expostas a uma intensidade de luz actinica fixa

de 190 pmol fétons m? s™.

Apos 10 dias de déficit hidrico, os valores de Py, E, gs e C; foram afetados em
plantas estressadas em relacdo as plantas irrigadas durante o dia no experimento |
(Figuras 2a, 2b, 2c e 2d). A Py diurna decaiu em uma escala de 75% até os 46 dias de
déficit hidrico (Figura 2a). De maneira similar, os valores de E decairam 75% (Figura

2b), enquanto gs sofreu uma reducdo 81,25% (Figura 2c). Nas plantas controle durante o
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dia, a Py variou de 8 umol CO; m?s™ para 5 pmol CO, m? s, enquanto as variaveis E
e gs permaneceram aproximadamente constantes

As plantas foram reidratadas no dia 46, logo, duas leituras foram realizadas:
nove e 16 dias apos o inicio do ciclo de recuperacdo. A Py diurna retornou ao valor de
inicial no dia nove, sofrendo uma reducao de 37,5% no dia 16 (Figura 2a). A variavel E
beirou o valor de 2 mmol H,O m? s no dia 9, decaindo pela metade no dia 16 (Figura
2b). A gs foi quadruplicada na primeira leitura, decaindo significativamente na segunda
(Figura 2c). As plantas bem irrigadas apresentaram valores de Py noturnos negativos
durante todo o ciclo, enquanto que, plantas estressadas obtiveram uma Py levemente
positiva entre 10 e 46 dias. Adicionalmente, os valores de E e gs em ambos 0s
tratamentos foram aproximadamente nulos durante a noite (Figuras 2b e 2c¢). Apos o
periodo de reidratacdo, a Py noturna de plantas estressadas retornou a valores negativos,
enquanto que os valores E e gs ndo foram alterados (Figuras 2a, 2b e 2c).

Os valores de C; nos dois tratamentos hidricos foram similares durante todo
ciclo, variando entre 450 e 300 pumol CO, mol™® ar, com excecdo dos valores
compreendidos entre 19 e 26 dias de aplicacdo do estresse (Figura 2d). Durante o dia, 0s
valores de C; se apresentaram mais reduzidos e similares durante todo o ciclo, variando
entre 300 e 200 umol CO, mol™ ar, todavia, verifica-se um aumento significativo da
concentracdo de CO; intercelular, ap6s 16 dias de déficit hidrico (~400 pmol CO, mol™
ar). Em plantas controle, durante o dia, a Pn/E foi reduzida ao final do ciclo, enquanto
que, em plantas estressadas, houve uma reducdo nessa variavel apés os 10 dias de
aplicacdo do tratamento de déficit hidrico (1,5). Apds esse periodo, observa-se um
aumento da P\/E até valores similares aos de plantas controle, assim permanecendo
também fase de reidratacdo (Figura 2e).

Durante a noite, ambos 0s grupos de plantas apresentaram comportamento
similar até os 15 dias de aplicacdo do estresse, com valores de Pn/E proximos de zero
ou negativos. Decorrido esse periodo, percebe-se uma diferenca significativa entre 0s
valores de PN/E em plantas estressadas e controle até aos 46 dias de aplicacdo do
estresse. Com o inicio do tratamento de reidratacdo, os valores de P\/E retornaram a
valores negativos em ambos os tratamentos. Com relacdo a variavel Pn/gs, plantas
controle diurnas apresentaram valores aproximadamente constantes durante todo o
ciclo, préximos de 0,1 (Figura 2f). Plantas submetidas ao déficit hidrico, durante o
periodo diurno, se comportaram de maneira similar as plantas controles, com exce¢édo

do intervalo entre 10 e 26 dias ap6s aplicacdo do tratamento, onde se observou uma
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reducdo numérica maxima para 0,05 e posterior crescimento até valores de plantas
controle.

No periodo noturno, plantas controle e estressadas apresentaram valores
negativos de Pn/gs similares até os 16 dias apds aplicacdo do estresse. Apos 16 dias,
plantas expostas a seca apresentaram valores ligeiramente positivos de Pn/gs até os 46
dias, enquanto plantas controle valores negativos. Durante o periodo de reidratacdo, 0s
valores de Pn/gs em plantas estressadas retornam aos valores negativos. Em plantas
controle durante o dia, os valores de Py/C; variaram decairam 50% durante todo o ciclo
(Figura 2g). Em plantas estressadas, ap6s 10 dias de aplicagdo do tratamento, observa-se
um decaimento significativo de Pn/C; para aproximadamente zero em 16 dias, com
posterior aumento aos 19 dias e reducdo pela metade nos 46 dias, com diferencas
significativas nesse ponto. Apds o periodo de reidratacdo, os valores de Pn/Ci em
plantas retornaram aos valores proximos de plantas bem irrigadas.

Durante o periodo noturno, plantas bem irrigadas apresentaram valores de Py/C;
negativos durante todo o ciclo, enquanto plantas estressadas apresentaram valores
positivos entre 10 e 46 dias apds aplicacdo do estresse (Figura 2g). Adicionalmente, em
plantas bem irrigadas durante o dia, os valores de Ci/C, permaneceram
aproximadamente constantes durante todo o ciclo, enquanto que em plantas estressadas,
apos 10 dias de aplicacdo do estresse, nota-se um aumento significativo desse
parametro, com posterior decaimento aos 19 dias (Figura 2h). Posteriormente, apds 19
dias, observa-se um aumento dessa variavel aos 26 dias, porém, sem diferir de plantas
controles. Aos 46 dias, o valor de Ci/C, foi reduzido nessas plantas.

Apos o periodo de reidratacdo, os valores Ci/C, convergiram para 0,6, assim
como plantas controles (Figura 2h). No periodo noturno, plantas bem irrigadas e
expostas a seca apresentaram valores muito superiores da razdo Ci/C,. Adicionalmente,
notam-se diferencas significativas sutis entre 10 e 46 ap6s aplicacdo do estresse, com
valores mais reduzidos em plantas estressadas. No periodo de reidratacdo, ambos os
grupos de plantas apresentaram valores de Ci/C, similares.

Em plantas controle, a Py horaria durante o dia oscilou entre 10 e 8 umol CO, m°
25 enquanto que, em plantas estressadas, houve uma reducio para 4 pmol CO, m? s™
as 6h00min, com posterior decaimento para aproximadamente 2 pmol CO, m? s* as
15h00min (Figura 3a). Durante o periodo noturno, o balanco acumulado liquido de CO,
foi negativo em plantas controle e levemente positivo em plantas submetidas ao déficit

hidrico, 0 que caracteriza uma baixa fixacdo noturna (Figura 3a). Para a variavel E, é
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visivel perceber um decréscimo de 33,33% durante o periodo diurno entre as 6h00min e

15h00min. Comportamento semelhante é observado nas plantas estressadas, com

diminuicdo de 60% as 6h00min (Figura 3b). Tanto plantas estressadas quanto bem

irrigadas ndo transpiraram no periodo noturno.

—
o

—
=
]

2 -l
Py (pmol CO, m™s™)
I S N

b)

—&— Bem Irrigado (Dia)
—O— Seca (Dia)

—&— Bem Irrigado (Noite)
—@— Seca (Noite)

120 {9
100 1
80 3
60
40 1

g, (mmol H,0 m? s")

20 A

d)

50 60 700 10 20 30 40 50 60

Dias Apés o Comego do Tratamento

70

+ 600
- 500
- 400
- 300
+ 200
- 100

-0,2

1.4
1,2
1,0
0,8
0.6
0.4
0,2

0,0

E (mmol H O m? s'l)

2

C, (nmol CO, mol "ar)

P /g,

C/C

Figura 2 — Evolucdo diaria da fotossintese liquida (Py), transpiracdo (E), condutancia

estomatica (gs), concentracdo intercelular de CO; (C;), eficiéncia no uso da dgua (Pn/E),
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eficiéncia intrinseca no uso da agua (Pn/gs), nivel de carboxilacdo maximo (Pn/Ci) e a
razdo Ci/C, em plantas de Ora-Pro-Nobis bem irrigadas, submetidas a 46 dias de déficit
hidrico e 16 dias de reidratacdo em uma camara de crescimento. A seta preta representa
0 inicio da reidratac&o.

A gs oscilou no intervalo de 80 e 60 mmol H,O m? s™ em plantas bem irrigadas
durante o dia, todavia, em plantas estressadas, a atividade estomatica decaiu para 30
mmol H,O m? s™ no inicio do dia e posterior reducéo até o final do dia, se aproximando
de 20 mmol H,O m? s? (Figura 3c). Ambas as plantas estressadas e bem irrigadas
apresentaram condutancia aproximadamente nula durante a noite. Em plantas bem
irrigadas, os valores de C; foram similares aos de plantas estressadas, apresentando
também comportamento constante durante o dia (200 pmol CO, mol™ ar) (Figura 3d).
No periodo noturno, plantas bem irrigadas performaram uma maior quantidade C; em
relacdo as plantas estressadas partir das 21h00min, com oscila¢do de 500 para 600 pmol
CO, mol™ ar.

A Pn/E horaria em plantas bem irrigadas se manteve constante entre as 6h00min
e as e 9:00h, com um aumento no restante do periodo diurno. Durante o periodo
noturno, a Pn/E se apresentou negativa, das 18h00Omin as 00hOOmin, com um
decaimento maximo no fim do periodo noturno (Figura 3e). Em plantas estressadas, a
Pn/E foi reduzida as 12h00min e 15h00min, enquanto que a noite foram constatados
valores positivos. Por outro lado, a Pn/gs de plantas controle se manteve
aproximadamente constante no periodo diurno (Figura 3f). Em contrapartida, a Pn/gs de
plantas bem irrigadas foi ligeiramente negativa, principalmente no fim do periodo
noturno. Em plantas estressadas, o comportamento da Pn/gs foi similar ao de plantas
controle durante o dia, todavia, durante a noite, nota-se uma grande diferenca,
apresentando valores negativos.

A variavel Py/C; decaiu de 6h00min as 9h00min, com posterior crescimento
linear no restante do dia (Figura 3g). Em plantas estressadas o nivel de carboxilacédo foi
significativamente reduzido, com decaimento as 15h00min. Durante a noite, os valores
de P\/C; foram ligeiramente negativos em plantas bem irrigadas e positivos em plantas
estressadas. Os valores da razdo Ci/C, foram similares entre plantas bem irrigadas e
estressadas durante o dia, com exce¢do as 9h00min em plantas controle (Figura 3h). No

periodo noturno, os valores da razdo Ci/C,, foram maiores em plantas bem irrigadas em
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relacdo a plantas controle, com diferengas significativas a partir das 21h00Omin. Em
plantas com déficit de irrigacdo, a razdo Ci/C, se manteve constante.

12 3,0
—&— Bem Irrigado
~ 101 —O— Seca - 2,5
'Tm 8 1 - 2,0 f:'m
E E
o 61 F 1,5 O
Qo 4 =
=~ ) L 1,0 =
£ g
3z 2 1 L 0,5 é
=-;'. =
0 L 0,0
-2 800
100 {¢) d)
L 700
T 80 5
o L 600 T
A g
o 607 L 500
= =
= 407 L 400 2
E =
E 201 L 300 5
o 200
10 100
L 0,2
5 .
L 0,1
= 0 - .
R 00 S
=i L -0,1
410 1 0,2
0,06 3 1,8
g
0,05 1 1,6
0,04 [ 1.4
1,2
0,03 -
< L1,0 <
A~ 0,02 1 @)
L 0,8
0,01 1 06
0,00 - 0.4
R, S—— A —SSS——— Py
0 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24

Hora do Dia
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(PN/Ci) e a razdo Ci/C, em plantas de Ora-Pro-Nobis bem irrigadas e submetidas a 44
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dias de déficit hidrico em uma camara de crescimento PE. Onde, as barras abertas
representam o periodo diurno e as barras fechadas o periodo noturno. Além disso, o
grafico menor representa a o balango noturno horério de CO..

Em relacdo a curva Py x DFFF, podemos observar que, houve um decaimento na
assimilacdo de carbono em plantas sob o déficit hidrico em comparacéo as plantas bem
irrigadas, tanto no periodo diurno como noturno (Figura S2a). Aparentemente, em 2500
umol fétons m? s™, a fotossintese de plantas bem irrigadas néo saturou. Plantas sob a
seca saturaram a Py em 1000 pmol fotons m? s™.

Para a variavel E, nota-se uma diferenca em plantas bem irrigadas diurnas e
noturnas entre 500 e 2000 pmol fotons m? s™, enquanto que uma enorme diferenca é
encontrada em relacdo a plantas sob a seca (Figura S2c). Verifica-se também que a
transpiracdo parece ter saturado em plantas diurnas bem irrigadas em 2000 pumol fotons
m? s?, enquanto em plantas estressadas em 1000 umol fétons m? s, com decaimento
logo em seguida. De maneira semelhante, os valores de gs em plantas diurnas bem
irrigadas saturaram em 2000 pmol fotons m? s assim como também, plantas bem
irrigadas durante o dia e noite diferiram entre 250 e 1000 pmol fétons m? s* (Figura
S2e). Em plantas estressadas, os valores de gs durante o dia e noite saturaram em 1000
umol fotons m? s™ e, posteriormente apresentaram decaimento. Adicionalmente, foi
encontrada uma grande diferenca significa para os valores de gs com o aumento da
luminosidade entre tratamentos hidricos.

Entre periodos, constata-se uma diferenca no comportamento de evolugédo da Py,
E e gs provavelmente, devido a perturbacdo do ciclo circadiano das plantas. Com
relacdo a varidvel C;, verifica-se reducdo dos valores em funcdo do aumento da
luminosidade até 250 pmol fétons m? s™, assim como diferencas durante o dia entre
plantas controle e estressadas a partir desse ponto, enquanto que, plantas noturnas nao
apresentaram diferencas (Figura S2g). No entanto, em plantas estressadas, durante o dia,
nota-se um aumento do C; de 2000 pmol fétons m™ s™ para 2500 pumol fétons m? s,

Para a curva Py x C; foram observadas diferencas significativas nos valores de
Pn, E, gs e Ty, entre plantas bem irrigadas e sob o estresse durante o dia e a noite
(Figuras 2Sh, 2Sd, 2Sf e 2Sh), com exce¢do da E mensurada durante a noite. Em
relagdo a Py, a concentragdo méaxima de CO, de 2000 pmol CO; mol™ ar ndo limitou o
aumento desse parametro nas plantas diurnas e noturnas e em plantas estressadas

durante o dia (Figura 2Sb). A Py de plantas sob estresse mensurada durante a noite

44



alcangou um valor méximo saturante abaixo de 5 pmol CO, m? s™ e foi o tratamento
que apresentou uma maior quantidade de CO, subestomatico, assim como para as outras
variaveis (>600 umol CO; mol™ ar).

Plantas bem irrigadas diurnas e noturnas e plantas estressadas diurnas
apresentaram menores valores de C;, respectivamente para a Py e as demais variaveis.
Adicionalmente, os valores iniciais de C; foram maiores em plantas estressadas durante
a noite e dia, seguida de plantas bem irrigadas noturnas e diurnas. Plantas controle e
estressadas durante o dia diferiram quanto aos valores de E, diferentemente de plantas
noturnas que diferiram em apenas alguns pontos da curva, com plantas estressadas
tendo aproximadamente transpiracdo nula com aumento de CO,ps (Figura S2d). Para os
valores de gs, ndo foi constatada diferenca entre plantas controles e plantas estressadas
diurnas, enquanto que plantas estressadas noturnas tiveram sua conduténcia diminuida
significativamente em relacdo aos demais tratamentos, com valores proximos de zero
(Figura S2f). Finalmente, a T; de todos os tratamentos apresentaram comportamento

aproximadamente constante com o aumento dos valores de C; (Figura S2h).

2.3.2 Parametros Derivados das Curvas Py X DFFF e Py x Ci

Tabela 3 — Parametros fotossintéticos relativos a Respiracdo no escuro (Rgark), Ponto
de compensacdo de luz (LCP) e fotossintese liquida maxima (Py max) derivados da
curva de resposta a luz (Py x DFFF), taxa de carboxilagdo maxima da RUBISCO
(Vemax), Taxa de transporte de elétrons fotossintéticos (Jmax), Respiracdo na presenca
da luz (Rg) e Condutancia do mesofilo derivados da curva de CO, (P, x C;) durante o
periodo diurno e noturno realizadas em plantas de Ora-Pro-Nobis sob condices bem

irrigadas e de déficit hidrico.

Periodo Diurno Periodo Noturno
Variavel Bem Irrigado Seca Bem Irrigado Seca
Rdark 0,67+0,10a 0,21+0,11b 0,55+0,08a 0,05+0,06b
LCP 18,9+2,03a 18,53+12,36a 12,91+0,76a 5,99+7,69a
Pn max 11,87+0,6a 3,49+1,09b 10,97+1,86a 2,13+0,42b
Vemax 67,5+4,21a 39,12+7,24b 65,43+2,08a 15,13+9,33b
Jmax 90,62+5,66a 47,35+9,50b 95,89+25,34a 23,58+5,40a
Rq 0,38+0,37b 2,11+0,00a 1,85+0,16a 0,6+0,11b
Om 0,07+0,00a 0,04+0,00b 0,07+0,00a 0,01+0,01b

Médias nas mesmas linhas com letras diferentes representam que ndo diferenca entre
os tratamentos hidricos pelo teste de Tukey a 5%.
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Pode-se observar que, durante o dia e a noite houve reducéo significativa nos
valores de Rgak € Pn max em plantas em estresse hidrico em relacdo a plantas bem
irrigadas, enquanto nenhuma diferenca foi constatada para variavel LCP para os dois
periodos. Nota-se também uma reducdo significativa em plantas estressadas nas
variaveis Vemax € gm durante o dia e a noite. Para a variavel Jmax foram encontradas
diferencas durante o dia, com grande reducdo em plantas estressadas diurnas e noturnas,
no entanto, essa reducdo observada durante o periodo noturno ndo foi significativa
estatisticamente. Plantas em estresse hidrico apresentaram uma maior taxa respiratéria
em presenca da luz durante o dia, enquanto no periodo noturno, nota-se o
comportamento inverso, com plantas bem irrigadas apresentando maiores valores de Ry
(Tabela 3).

2.3.3 Relacdes Hidricas, Balanco Liquido Noturno de CO, e "°C

Plantas bem irrigadas exibiram um We.s quase nulo, enquanto que, com a
aplicacdo do estresse hidrico, esse valor se tornou significativamente mais negativo. Ao
final do periodo de reidratacédo, o status hidrico da folha retornou a niveis proximos de
plantas bem irrigadas. Por outro lado, as plantas bem irrigadas apresentaram valores de
Fn significativamente negativos, ao contrario de plantas submetidas ao estresse, que
reduziram drasticamente a perda liquida de CO,. Apds o periodo de reidratacdo, as
plantas que estavam expostas a seca apresentaram valores de Fy mais negativos, porém,
ndo o suficiente para diferir de quando estavam desidratadas. Os valores de §3C foram

similares entre os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores de potencial hidrico (W), assimilagdo noturna de CO, acumulada
(Fn) e da composicao do istopo do carbono 13 (5*°C) em plantas de Ora-Pro-Nébis
sob as condicdes bem irrigadas, expostas a seca por 46 dias e com posterior

reidratacdo por 16 dias.

Condicéo ¥(MPa) Fn (pmol CO, m* s™ dias) 8°C(%o)
Bem Irrigado  -0,03+0,00a -3,67+0,1b -24,73+1,01a
Seca -0,65+0,23b -0,03+0,05a -26,81+1,68a
Reidratacdo  -0,10+0,01a -0,56+0,34a -27,07+1,32a

Médias nas mesmas colunas com letras diferentes representam diferenca entre
tratamentos hidricos pelo teste de Tukey a 5%.
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2.3.4 Biometria e Imagens dos Estdbmatos

Na regido AB da folha, percebem-se maiores valores de D. nas plantas
estressadas, ao contrario da regido AD em plantas controle que, numericamente,
apresentaram mais estdbmatos por area. Os maiores valores de A, foram verificados
durante o dia em plantas bem irrigadas, em ambas as regides foliares, sendo nenhuma
abertura verificada em plantas estressadas na regido AB em plantas estressadas. No
periodo noturno, ndo foi verificada nenhuma abertura estomatica, independentemente

das regides foliares e dos tratamentos hidricos (Tabela 5). Ver também Figura S1.

Tabela 5 — Valores de densidade estomatica e Nivel de abertura do ostiolo obtidos em
plantas de Ora-Pro-Nobis bem irrigadas e sob as condicGes de seca, na epiderme Abaxial
(AB) e Adaxial (AD) da folha, durante o periodo diurno.

Abertura do Ostiolo (A,)

Condicdo Densidade Estomatica Dia Noite
(De)

AB AD AB AD AB AD

Controle 3,33+0,3b 1,28+0,44a 3,01+la 2,62+0,07a 0,00+0,00a 0,00+0,00a
Seca 4,50+0,26a 1,16+0,26a 0,00+0,00b  1+0,19b  0,00+0,00a 0,00+0,00a

Médias nas mesmas colunas com letras diferentes representam diferenca entre tratamentos
hidricos pelo teste de Tukey a 5%.

2.3.5 Acidez Titulavel

N&o houve diferengas significativas entre tratamentos hidricos e no horéario de
coleta, no entanto, é notado que em plantas submetidas a seca obtiveram os maiores
valores de acidez ao fim do periodo noturno, numericamente. Da mesma forma, foi

constatada uma elevada acidez em plantas controle ao fim do periodo diurno (Tabela 6).
2.3.6 Metabolismo Oxidativo, Ac¢ucares e Peroxidacdo de Membrana

Os valores de CST e de TBARs ndo diferiram entre os tratamentos durante o fim
do periodo diurno (Figuras S3a e S3b). No entanto, ao amanhecer, 0os maiores valores
foram constatados em plantas estressadas, porém, com valores de ndo diferindo

estatisticamente apos a reidratacdo. Alem disso, no fim da noite os niveis de TBARs
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reduziram ap0s a reidratacdo a valores equivalentes a plantas controles (Figura S3b).
Em relacdo ao parametro GSH, foram verificados valores elevados em ambos 0s
periodos apds aplicacdo do estresse (Figura S3d). Apos a reidratacdo, os niveis de GSH
foram reduzidos significativamente nos periodos que antecedem o dia e a noite, sendo
em niveis similares a plantas bem hidratadas ao final da tarde. Quanto as variacdes de

ASA, ndo foram verificados efeitos de tratamentos nos dois periodos analisados (Figura
S3c).

Tabela 6 — Acidez titulavel [H'] no fim do periodo diurno e noturno e variagéo
diurna da acidez A[H'] em plantas de Ora-Pro-Nobis bem irrigadas e submetidas a
suspencdo da rega por sete dias e posterior reidratacdo por mais sete dias cultivadas
em casa de vegetacao.

[H]
Condicdo  Fim do Periodo Diurno Fim do Periodo A[H™]
Noturno
Controle 100,00+47,14a 66,66+0,00a -33,33+47,14a
Seca 66,66+0,00a 100,00+0,00a 33,33+0,00a
Reidratacdo 83,33+23,57a 66,66+33,33a -16,66+23,57a

Médias nas mesmas colunas com letras iguais representam que ndo diferenca entre os
tratamentos hidricos pelo teste de Tukey a 5%.

2.4 Discussao

Plantas de Ora-Pro-Nobis operam no modo C3 quando o suprimento hidrico é
adequado. O Metabolismo CAM ¢ induzido nessa planta em baixa escala quando a
mesma € sujeita ao déficit hidrico. Através dos dados analisados, o tipo de plasticidade
encontrada nessa espécie converge para CAM-Cycling, mecanismo que garante menores
perdas de carbono noturno e a integridade do PSII. Em curto prazo as plantas retornam

a C3 quando sdo irrigadas novamente, mostrando que essa transi¢éo € opcional.

2.4.1 Impactos do Déficit Hidrico no Crescimento, na Atividade do PSII e

na Plasticidade do Metabolismo do Carbono Diario em Plantas de Ora-Pro-Nobis

A massa fresca da folha foi significativamente diminuida em plantas estressadas
(Tabela 1), comportamento constatado em diversos trabalhos (De Herralde et al. 1998;
Lu e Zhang 1999; Liu e Stutzel 2004; Degu et al. 2008). Isso pode esta atribuido

também as alteracGes morfoldgicas e fisioldgicas na planta, como no tamanho da folha e
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no metabolismo do carbono e do nitrogénio causadas pela seca (Kluge 1976). Com
relagdo & massa fresca do caule, similaridade entre os tratamentos hidricos pode esta
relacionada ao nivel de suculéncia do 6rgdo. Todavia, a diferenca de umidade nesse
6rgdo pode ser explicada pelo transporte de agua para as folhas, evitando a absciséo
foliar. As cactaceas costumam investir em partes aéreas suculentas, aumentando a
massa fresca nesse 6rgdo. Além disso, 0 componente da massa fresca possivelmente
contribuiu para a existéncia de diferencas entre a massa fresca total de plantas irrigadas
e expostas a seca, assim como a massa fresca da parte aérea.

Os valores de fluorescéncia da clorofila a, paralelamente aos parametros
fotoquimicos se apresentaram basicamente iguais nos tratamentos hidricos (Tabela 2), o
que garante a integridade do PSII. A eficiéncia quantica maxima do PSII (F./Fy) ndo foi
alterada em funcdo da seca, 0 que ndo caracteriza a fotoinibicdo (valores proximos de
0,8) (Bjorkman e Demmig 1987). Os valores pontuais de NPQ aumentaram
ligeiramente em plantas sob o déficit hidrico, embora nfo haja diferencas estatisticas. E
demonstrado que o NPQ é um parametro associado a dissipacdo do excesso de energia
em forma de calor em plantas estressadas através do aumento nos pigmentos
fotossintéticos zeaxantina e antheraxantina (Murchie e Niyogi 2011). Além disso, a
fotoprotecdo do PSII pode ser explicada pelos sistemas de reparo, assim como o
processo da sintese de novo da proteina D1.

As diferencas fotoquimicas puderam ser observadas pela curva IC (Figura 1),
onde a eficiéncia fotossintética decaiu em plantas estressadas. Essa reducdo no
rendimento fotoquimico pode estar associada ao acumulo de ATP na folha em modo
CAM (Niewiadomska et al. 2004) e variacGes diurnas da acidez (Stemler 2002). No
entanto, 0 NPQ tende a ser mais proeminente a noite em plantas estressadas (Matuoka et
al. 2018), o que ndo foi visto na curva IC noturna.

As anélises noturnas, com uso da luminosidade, de fato, interferiram no ciclo
circadiano das plantas e se mostraram importantes para verificar a eficiéncia
fotossintética. Pelos dados de trocas gasosas no tempo, o inicio de decaimento da Py
ocorreu a partir dos 10 dias de aplicacdo do estresse hidrico até os 46 dias (Figura 2a).
Nesse intervalo, as plantas submetidas a seca exibiram fotossintese e abertura
estomatica (Tabela 5 e Figura S1) no periodo diurno, com fixa¢do noturna (sem abertura
estomatica) (Figura 2a e 2c) e aumento nos parametros Pn/E e Pn/gs (Figuras 2e, 2f, 3e e
3f). Além disso, durante a noite as plantas estressadas ndo apresentaram atividade

estomatica e transpiratdria, assim como as plantas bem irrigadas, que, no entanto,

49



assumiram valores negativos de Py, que € uma caracteristica de padrdes de trocas
gasosas C3.

Pelas curvas Py x DFFF e Py x C; percebe-se que a eficiéncia fotossintética
diéria foi intensamente reduzida pela seca (Figura 2S e Tabela 3), pelo fato de interferir
intensamente na dindmica da RUBISCO (Perdomo et al. 2017) e na diminuicdo da
concentragdo das enzimas chave envolvidas no ciclo de Calvin-Benson (Lawlor e
Cornic 2002). Nesse contexto, o alto valor da razéo Ci/C, observado na Figura 2h em
plantas estressadas pode ser relacionado a diminuicdo na eficiéncia nas reacfes de
carboxilagdo (Farquhar e Sharkey 1982) e reducdo na difusdo de CO, no mesofilo
(Tabela 3), interferindo na modulagdo estomatica (Flexas e Medrano 2002).

A fixacdo noturna de CO,, mesmo em baixa intensidade, além do aumento da
Pn/E e Pn/gs (Figuras 2e, 2f, 3e e 3f) é uma clara caracteristica de CAM induzida pela
seca (Winter e Holtum 2017; Herrera et al. 2015; Holtum et al. 2017). Adicionalmente,
valores significativamente negativos de Py estdo associados a0 aumento na respiragdo
mitocondrial, que pode ser reduzida em face ao déficit hidrico (Winter et al. 2008). Com
nove dias de reidratacdo, as plantas submetidas ao déficit hidrico retornam aos padroes
de trocas gasosas iniciais, caracteristicos de plantas C3. Esse mesmo fendmeno foi
demostrado em Calandrinia polyandra (Montiaceae), uma espécie que habita os
desertos da Australia com fontes efémeras de agua (Winter e Holtum 2011; Holtum et
al. 2017). A diminuicdo da Py e gs ap0s o segundo ciclo de reidratacdo pode esta
relacionada a acdo do acido abscisico (ABA) (Kriedemann et al. 1975; Liang et al.
1997) causando fechamento estomatico ou pela natureza constitutiva de CAM (Figuras
2a e 2¢). No entanto, 0 ABA néo foi mensurado nesse trabalho. Além disso, a dindmica
da gs estd de acordo com os dados de abertura estomatica descrita na Tabela 5, uma
variavel simples, porém bastante importante marcador de CAM.

Nesse caso, podemos inferir que as plantas de Ora-Pro-Nobis bem irrigadas se
comportaram como C3 e alternaram para CAM em déficit hidrico. Como os estbmatos
se apresentaram fechados durante a noite e houve baixa fixacdo noturna, essas plantas
podem ser caracterizadas como CAM-Cycling quando submetidas ao déficit hidrico.
Todavia, Winter (2019) disserta que CAM-Cycling ndo é um mecanismo suficiente para
a planta exibir valores de assimilacdo liquida de CO, positivos, ao contrario do que
ocorreu nesse trabalho. Além disso, a literatura mostra que valores noturnos de Py
abaixo de zero e baixos valores de C; e Ci/C; indicam o comeco da fase | de CAM

(Mashari et al. 2015), o que também ndo foi observado. E mostrado que esse
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mecanismo de CAM além de auxiliar na economia hidrica é uma estratégia adaptativa
que minimiza a perda de carbono noturno e evita a fotoinibicdo em estresse de alta
intensidade (Cushman 2001; Scarano et al. 2016).

2.4.2 Plantas de Ora-Pro-Nobis apresentam Toleréncia e Operam em Modo
CAM-Cycling em Baixa Disponibilidade Hidrica

CAM-Cycling pode ser verificado em termos horarios de maneira semelhante
aos valores diarios em plantas de Ora-Pro-Nobis submetidas ao deéficit hidrico (Figuras
2 e 3), indicando que essa carateristica deve mais comum do que se parece. Em outros
estudos, a refixacdo do CO, respiratorio foi confirmada em duas espécies de Ora-Pro-
Nobis submetidas ao déficit hidrico, na forma Idling (Pereskia aculeata e Pereskia
grandifolia) (Rayder e Ting, 1981), enquanto que, sob as condi¢des hidricas ideias, a
planta exibiu fotossintese C3 (Rayder e Ting, 1981; Nobel e Hartsock, 1986).
Adicionalmente, Edwards e Donoghue (2006) caracterizam o género Pereskia como
plantas que realizam CAM-Cycling em baixa intensidade. Nesse contexto, Edwards e
Diaz (2006) demonstraram por cladograma a existéncia de um ancestral que exibia
CAM-Cycling e que deu origem a dois tipos de Pereskia (com e sem atividade
estomatica no caule), podendo algumas espécies refixar carbono em modo CAM-Idling
quando expostas ao deficit hidrico.

Plantas de Ora-Pro-Nobis apresentaram uma reducéo significativa das perdas de
CO;, noturno e potencial hidrico quando submetidas ao déficit hidrico e semelhancas
nos valores de 5'°C (Tabela 4). Ap6s a reidratacdo, o balanco liquido de carbono voltou
a ser significativamente negativo e os valores de e retornam aos valores de plantas
controle. No entanto, pelos valores de **C ndo se encaixa com a hipétese de inducdo e
reversdo de CAM. Essas similaridades podem esta atribuidas a capacidade reduzida de
discriminacdo da PEPC ao **C (Cushman e Borland 2002), a qual a atividade pode ter
sido induzida pela seca, mas em niveis baixissimos. Valores mais negativos 5'°C
indicam expressdo da rota C3. Winter (2019) comenta que plantas com metabolismo
CAM geralmente possuem valor de 513C entorno de 20 %o. Além disso, Herrera et al.
(2015) afirmaram que a diminuigdo de 8*3C se deve ao fechamento estomético, estando
relacionada a variavel Ci/C,, a qual € inversamente proporcional a eficiéncia no uso da
agua (Flanagan e Farquhar 2014).

O potencial hidrico € um indicativo do status hidrico da folha. Logo, plantas que

estdo sujeitas a uma seca extensiva possuem um grande decréscimo nesse parametro
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(Reinhardt et al. 2015). Sob o déficit hidrico, as células perdem pressao de turgescéncia,
diminuindo vy da folha. Todavia, a atividade estomatica ¢ um importante processo para
manutengdo do potencial hidrico foliar (Sperry et al. 2002). Apds a reidratacdo, as
células restauram o potencial de pressdo, recuperando o s Yan et al. (2017)
confirmaram esse comportamento em Amorpha fruticosa e Robinia pseudoacacia.
Pode-se perceber também que as plantas de Ora-Pro-Nébis possuem baixa atividade
estomatica, e os valores de wyiear em plantas estressadas podem reforcar que esse
comportamento é um mecanismo adaptativo na conservacao do status hidrico da planta.

Nesse experimento, a pequena expressao de CAM também péde ser verificada
pelos dados de acidez (Tabela 6). Os valores de acidez em plantas bem irrigadas podem
dar indicios de CAM constitutivo, ou seja, que € expresso independentemente do
estresse (Winter e Holtum 2017; Holtum et al. 2017). As espécies CAM possuem uma
maior acidez no periodo noturno, comportamento constatado em Pereskia nesse
trabalho. Com a reidratacdo, as plantas retornam aos valores de acidez similar ao
controle, evidenciando a reversdo de CAM para C3 com a remocgao do estresse (Winter
e Holtum 2017; Holtum et al. 2017). Além disso, a pequena variacdo da acidez é
caracteristica de plantas CAM-Cycling (Cushman 2001).

2.4.3 Metabolismo de Acucares e Antioxidante € intensificado Durante o
Periodo Noturno em Plantas de Ora-Pro-Nobis Crescidas em Regimes Reduzidos

de Agua

Na Figura 3Sa é notavel perceber acréscimo significativo na quantidade de
carboidratos em plantas de Ora-Pro-Nobis submetidas ao déficit hidrico durante a noite.
E relatado que o contetido de agticares soliveis nas folhas tende a aumentar em plantas
desidratadas (Chaves et al. 2009). No entanto, em condi¢des extremas de déficit hidrico
(habitats de plantas CAM-Idling) essa varidvel pode ser reduzida drasticamente
(Magalhaes-Filho et al. 2008). Esse fator pode ser explicado pela baixa eficiéncia de
assimilacdo de carbono nessas condicOes e a utilizacdo de reservas de carboidratos para
garantir o crescimento da planta.

O aumento de carboidratos livres no fim do periodo noturno pode ser explicado
pelas baixas temperaturas frequentes durante a noite (Allen e Ort 2001). Além disso, 0
grande aumento noturno do contetdo de TBARs sugere que a capacidade de defesa
antioxidante dessa planta é limitada pela peroxidacdo de membrana nesse periodo

(Figura 3Sb). Quanto aos valores de ASA (Figura 3Sc) percebe-se nenhum efeito, ao
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contrério dos valores de GSH, com grandes aumentos em ambos periodos analisados
(Figura 3Sd). O grande aumento nos valores de GSH possa esté relacionados com a alta
atividade da enzima glutationa redutase (GR), enquanto o ascorbato, pelas baixas
quantidades dos compostos deidroascorbato (DHAR) e monodeidroascorbato
(MDHAR) (Das e Roychoudhury 2014).

2.5 Conclusao

Conclui-se que sob o déficit hidrico, as plantas de Ora-Pro-Ndébis apresentam
diminuicdo da eficiéncia fotossintética, no entanto, uma alta capacidade foto-protetiva
no PSII. Paralelamente, as plantas exibiram caracteristicas CAM-Cycling, ou seja,
exibindo baixa fixagdo de carbono, fechamento estomético e acidez no periodo noturno,
garantindo uma menor perda de carbono noturno. Com a reidratagdo, as plantas
apresentaram padrdes de trocas gasosas C3, assim como as plantas bem irrigadas,
indicando transicdo fotossintética nessas plantas pode ser inteiramente opcional. Assim,
0S mecanismos que envolvem mudancgas no metabolismo do carbono em plantas CAM
podem auxiliar no entendimento do estabelecimento dessas espécies frente aos diversos

estresses ambientais.
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2.7 Material Suplementar

SeEa —AD - Dia

AB — Dia

Bem Irrigado — AD — Dia

Seca— AD — Dia

Seca— AB-—Noite  Bem Irrigado — AD — Noite  Seca— AD — Noite
Figura S1 — Representacdo da densidade e abertura estomatica presentes nas epidermes Abaxiais (AB) e Adaxiais

(AD) em plantas de ora-pro-nébis bem irrigadas e submetidas a seca. As imagens relativas a densidade foram
obtidas através de microscopia dptica com uso de lente 10x em resolucdo 150 um. Para abertura do ostiolo foi

utilizada a lente de 40x. As setas pretas localizam um estémato para referéncia.
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Figura S2 — Curva de resposta a luz (Py x DFFF) e CO, (Py x C;) para as variaveis
fotossintese liquida (Py) (a e b), transpiracdo (E) (c e d), condutancia estomatica (gs) (e
e f), concentracdo intercelular de CO, (C;) (g) e temperatura da folha (Ty) (h) em plantas
de Ora-Pro-Nobis bem irrigadas e submetidas a 46 dias de déficit hidrico em uma

camara de crescimento.
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Figura S3 — Conteudo de carboidratos soltveis (CST) (a), dano de membrana por
peroxidacdo de membrana (TBARs) (b), conteudo de ascorbato reduzido (ASA) (c) e
conteddo de glutationa reduzida (GSH) em plantas de Ora-Pro-Nobis bem irrigadas e

submetidas a 7 dias de suspensdo da rega e mais 7 dias de reidratacdo realizados as

18:00h e 6:00h.
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