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EXTRATO

Jatropha curcas L. pertencente a familia Euphorbiacae, tem recebido atencdo no cenario
mundial pela sua aplicabilidade nos setores ambiental e econémico, por meio da utilizacdo em
programas de recuperacdo de areas degradadas, como cerca-viva e na producdo de
biocombustivel em substituicdo aos combustiveis fosseis. Parte do interesse pelo cultivo dessa
espécie esta relacionada ao uso de sua semente que apresenta teor de 6leo entre 35 e 40%.
Com o objetivo de compreender as alteracfes no metabolismo fotossintético de gendtipos de
Jatropha curcas L. submetidos ao déficit hidrico, realizou-se um experimento em casa de
vegetacdo utilizando nove genotipos de distintas regides do Brasil: CNPAE121 (Bom Jesus-
RJ), 124 (Maranhdo-MA), 148 (Candeias-BA), 168 (Minas Gerais-MG), 222 (Parana-PR),
215 (S&o Francisco do Gléria-MG), 226 (Agua de Santa Barbara-SP), 298 (Sidrolandia-MS) e
299 (Rio Grande do Sul-RS), oriundos do Banco de Germoplasma da Embrapa —
Agroenergia. Sementes desses materiais foram colocadas para germinar em vasos com
capacidade para 12 dm3, contendo solo classificado como latossolo amarelo distrofico. Apos
20 dias da germinacdo realizou-se o desbaste, deixando apenas uma planta por vaso.
Imediatamente os vasos foram cobertos com papel aluminio para evitar a evaporacdo e o
aquecimento do solo, iniciando assim, o tratamento de deficiéncia hidrica por um periodo de
42 dias. Os tratamentos consistiram em dois regimes hidricos medidos em percentagem de
capacidade de campo (CC): plantas controle (100% da CC) e deficiéncia hidrica (50% da
CC). O primeiro capitulo aborda os estudos relacionados a amplitude da mudanca C3-MAC
induzida pela deficiéncia hidrica (DH) em J. curcas através de avaliacdes da acidificacdo
durante a noite de tecidos foliar e caulinar, bem como da atividade da fosfoenolpiruvato
carboxilase (PEPC) e composicdo isotopica de carbono (5!3C). A area foliar especifica (AFE)
diferiu significativamente (p<0.05) para os genoétipos e entre os tratamentos de DH aos 42
DAT. A atividade da fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) nas folhas plantas sob DH
aumentou significativamente em relagdo as plantas controle, tanto em amostras coletadas as 4
h (167%) quanto as 16 h (187%). O acumulo de &cidos organicos (malato e citrato)
diferenciou entre os gendétipos e os tratamentos de DH para todas as quantificacdes. O
acumulo de malato ocorreu entre os regimes hidricos apenas para 0s genétipos 148, 222, 215 e
298. Entretanto, o acimulo de citrato somente ocorreu para o genétipo 215, que se diferenciou
dos demais, com valores médios entre 59 e 73 umol H*/g MF para as plantas controle e sob
DH, respectivamente. A DH levou a aumento significativo no teor de agucares solUveis totais
(AST) média de 62% quando comparadas as plantas controle. O teor de amido teve aumento
nas plantas controle em 78% em média ao comparadas com as plantas sob DH. Houve
diferengas significativas (p<0.05) entre os genotipos, bem como entre os tratamentos de DH,
na composicdo isotopica de carbono (83C). Contudo, o 121 foi o Gnico a diferenciar
estatisticamente entre os regimes hidricos, com diminuigio dos valores (-34.7%o) de 8*3C sob
DH. O segundo capitulo relata os resultados ao estresse oxidativo induzido por deficiéncia
hidrica. N&o foram verificadas diferencas significativas (p<0.05) entre os gendtipos e entre 0s
tratamentos de deficiéncia hidrica (DH) para o potencial hidrico foliar (¥w). No entanto,
diferengas significativas foram observadas entre 0s genotipos, bem como entre os tratamentos
de DH para o potencial osmoético (Ws). Os genotipos 222 e 215 se destacaram em relagdo aos
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demais, apresentando uma amplitude de -0.53 (plantas controle) e -0.73 MPa (plantas sob
DH), respectivamente. Diferencas significativas foram encontradas para o contetdo de prolina
entre 0s gendtipos e tratamentos de DH. As plantas submetidas & DH apresentaram um
aumento de 56% quando comparadas as plantas controle. Aos 42 dias ap0s tratamento (DAT)
houve diferenca significativa nas trocas gasosas foliares, tanto os genotipos quanto 0s
tratamentos de DH. Nesse momento foram observadas reducdes nos valores da taxa
fotossintética (Pn), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratoria (E) e relagdo Ci/Ca de 62,
112, 78 e 23% respectivamente, em relacdo as plantas controle. Em relacdo as eficiéncias
intrinseca (Pn/gs) e instantdnea (Pn/E) do uso da &gua, verificou-se que os genoétipos
apresentaram diferencas significativas (p<0.05), bem como entre os regimes hidricos nao
houve diferenca significativa (p<0.05) entre os tratamentos de DH para o teor de clorofila a
(Chl a), com exce¢do do genoétipo 121, onde as plantas de DH apresentaram um aumento
(24%) em relacdo as plantas controle. As enzimas antioxidantes dismutase do superdxido
(SOD), peroxidase do guaiacol (GPX) e catalase (CAT) apresentaram diferencas
significativas (p<0.05) para os genotipos e tratamentos de DH. Aumento da SOD foi de 35%,
da GPX de 44% e da CAT de 35%, quando comparadas as plantas sob DH em relacdo as
plantas controle.). Em geral, os genétipos apresentaram um eficiente mecanismo de defesa
contra o estresse oxidativo induzido pela seca. Tal estratégia, observado em todos o0s
genotipos, € sugerido para ser um componente importante de tolerancia a seca em J. curcas.
Embora J. curcas seja considerada uma planta que tolera a seca, ela € capaz de aumentar a
eficiéncia do uso da dgua mudando de Cs para metabolismo MAC sob baixa disponibilidade
de agua. Niveis primarios dessa alteracdo foram encontrados nesta pesquisa, 0 que sugere ser
esse um potencial mecanismo de tolerancia a ser investigado futuramente.

Palavras-chave: acidos organicos, enzimas antioxidantes, Euphorbiaceae, estresse abiotico,
trocas gasosas
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ABSTRACT

Jatropha curcas L. belonging to Euphorbiacae family, has received attention on the world
stage for its applicability in environmental and economic sectors through the use of recovery
programs of degraded areas such as hedge and biofuel production as an alternative to fossil
fuels. Part of the interest in the cultivation of this species is related to the use of his seed for
oil content of between 35 and 40%. In order to check the photosynthetic metabolism of
Jatropha curcas L. genotypes subjected to drought, there was an experiment in a greenhouse
using nine genotypes from different regions of Brazil: 121 (Bom Jesus-RJ), 124 (Maranhéo-
MA), 148 (Candeias-BA), 168 (Minas-Gerais Gerais), 222 (Parana-PR), 215 (S&o Francisco
do Gléria-MG), 226 (Agua de Santa Barbara-SP), 298 (Sidrolandia-MS) and 299 (Rio Grande
do Sul-RS). J. curcas seeds belonging to the Germplasm Bank of Embrapa - Agroenergy,
were germinated in pots with a capacity of 12 dm3 containing soil classified as yellow latosol
dystrophic. After 20 days of germination was carried out thinning, leaving only one plant per
pot. Immediately the vessels were covered with aluminum foil to prevent evaporation and
heating of the soil, thus beginning the treatment water stress being maintained for a period of
42 days. The treatments consisted of two water systems measured in percentage of field
capacity (FC): control plants (100% FC) and moderate drought stress (50% FC). The first
chapter covers the range of C3-MAC-induced change in J. curcas through assessments
acidification overnight leaf and stem tissues. Specific leaf area (SLA) differed significantly
(p<0.05) for the genotypes and between WS treatments at 42 DAT. There was a significant
difference (p<0.05) between genotypes and between water regimes. The activity of
phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) in plants under certain WS sheets to 4 h increased
by 167 and 187% at 16 h, respectively, compared to control plants. The accumulation of
organic acids (citrate and malate) differed between genotypes and WS treatments for all
measurements. It appears that there was an increase in average of 176% for the control plant
and 270% for plants subjected to WS compared citrate to malate. For the soluble sugars total
(TSS) in WS plants showed an increase on average 62% compared to control plants. As for
the starch content was increased in the control plants by 78% on average compared to plants
under WS. There were significant differences (p<0.05) between genotypes and between the
WS treatments, the carbon isotope discrimination. In general, the genotypes showed an
effective defense mechanism against oxidative stress induced by drought. Regarding the leaf
water potential (Yw) no significant differences were observed (p<0.05) between genotypes
and between water stress treatments (WS). It can be observed significant differences between
genotypes and between the WS treatments for osmotic potential (\'s). Genotypes 222 and 215
stood out in relation to the other, thus presenting a range of -0.53 and -0.73 MPa, respectively.
Significant differences were found for proline content between genotypes and WS treatments.
Plants submitted to WS increased by 56% when compared to control plants. At 42 days after
treatment (DAT) was no significant difference in leaf gas exchange, both genotypes as the
WS treatments. At 42 DAT were observed reductions in the values of photosynthetic rate
(Pn), stomatal conductance (gs), transpiration rate (E) and ratio Ci/Ca of 62, 112, 78 and 23%
respectively, compared to control plants. In relation to the efficiency of use of the intrinsic
water (Pn/gs) and instantaneous (Pn/E) found that genotypes showed significant differences
(p<0.05), and between water regimes. There was no significant difference (p<0.05) between



the WS treatments for the content of chlorophyll a (Chl a), with the exception of genotype
121, where the WS plants showed an increase (24%) than the control plants. The antioxidant
enzymes such as superoxide dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (GPX) and catalase
(CAT) showed significant differences (p<0.05) for the genotypes and WS treatments, as well
as among the collection times (4 and16 h) and stem segments (base and apex). This strategy,
observed in all genotypes, is suggested to be an important component of drought tolerance in
J. curcas. Although J. curcas be considered a plant that tolerates drought, it is able to increase
the efficiency of use of changing water C3 for MAC metabolism under low water availability.
In the second chapter we analyzed the variables related to oxidative stress.

Keywords: Euphorbiaceae, abiotic stress, antioxidant enzymes, organic acids, gas exchange
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INTRODUCAO GERAL

Com a crescente preocupacdo com as questdes ambientais, em especial o aquecimento
global, os bicombustiveis surgem como uma alternativa de fontes renovaveis, seguras e nao
poluentes, com vantagens em relacdo aos 6leos petroliferos, por apresentarem uma menor
emissdo de dioxido de carbono (CO»).

O Brasil apresenta potencial para producdo de biocombustiveis em grande parte de sua
extensdo territorial. Suas caracteristicas edafoclimaticas, biodiversidade, disponibilidade de
area e de mao-de-obra, bem como comprovadas competéncias técnicas no campo da ciéncia
agricola contribuem para esta condi¢do (Dias et al.,, 2008). Dentre as espécies vegetais
produtoras de sementes oleaginosas com grande potencial para a producdo de biodiesel, o
pinhdo manso (Jatropha curcas L.) vem se destacando nos ultimos anos. E uma espécie que
apresenta alto teor de oOleo (Dias et al.,, 2007), desenvolvimento em é&reas de baixa
pluviosidade (Maes et al., 2009) e ndo apresenta competicdo com o setor alimenticio
(Pompelli et al., 2011).

Jatropha curcas L., pertencente a familia Euphorbiaceae, com centro de diversidade
presumivel no México (Pecina-Quintero et al. 2014), presente em regibes tropicais é uma
espécie perene de porte arbéreo-arbustivo, de crescimento rapido, apresenta frutos do tipo
trilocular, carnudo, indeiscente, contendo uma semente em cada léculo. O teor de 6leo nas
sementes, que é facilmente convertido em biocombustivel, varia de 33 a 38% (Dias et al.,
2007). Sabe-se que as sementes de pinhdo-manso possuem alto teor de 6leo. Além disso,
Jatropha curcas L. tem elevado potencial econdmico devido a qualidade do éleo da semente,
que pode ser convertido em biodiesel (Kheira e Atta, 2009). No entanto, para que a plantas
apresentem um bom desenvolvimento e rendimento, sdo necessarias condicdes
edafoclimaticas favoraveis, concomitantemente a aplicacdo de tecnologias para aumentar a
produtividade.

A viabilidade deste cultivo ainda depende do desenvolvimento de tecnologia agrondmica e
do cultivo para obtencdo de altas produtividades nas diferentes regides do Brasil (Freitas et
al., 2011; Laviola et al., 2012). A espécie tem sido caracterizada como, como tolerante a seca,
mesmo demonstrando respostas negativas ao déficit hidrico, pois é c\paz de sobreviver e
mostrar boa capacidade de recuperagdo (Fini et al., 2013; Sapeta et al., 2013). Um estudo
conduzido por Maes et al. (2009), demonstrou que a espécie ocorre naturalmente em areas
com precipitacdo anual acima de 900 mm, porém mesmo em regiGes semidridas, com

disponibilidade hidrica bastante limitada, a producdo alcanga mais da metade do que é



esperado em locais umidos. Apesar do grande interesse no cultivo de Jatropha curcas,
embora existam algumas informacdes a respeito dos aspectos agrondémicos basicos da espécie,
muito ainda se desconhece sobre a tolerancia ao déficit hidrico, de modo que a planta ainda
pode ser considerada ndo domesticada, com poucos conhecimentos sobre o desempenho de
diferentes genotipos (Maes et al., 2009). Os estudos relacionados as respostas de gendtipos,
provenientes de diferentes regides climaticas e geograficas, a deficiéncia hidrica ainda estdo
em fase de experiéncias basicas, necessitando de uma maior caracterizacdo dos genotipos
encontrados (Laviola et al., 2014).

O deficit hidrico é considerado o fator ambiental que mais influéncia significativamente o
crescimento e o rendimento da planta (Kramer e Boyer, 1995). Impactos de déficit hidrico nos
processos fisioldgicos em J. curcas, em geral, aumentam a resisténcia estomatica, reduzindo a
transpiracdo e, por conseguinte, o fornecimento de CO: para a realizagcdo do processo da
fotossintese (de Santana et al., 2015). Portanto, o conhecimento dos mecanismos fisiol6gicos
e bioquimicos envolvidos com todo o nivel de respostas de plantas ao deficit hidrico gera um
grande interesse (Slama et al., 2007).

Além disso, a deficiéncia hidrica pode induzir o excesso de producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) em plantas, o qual, em seguida, por sua vez, afeta negativamente as
estruturas celulares do metabolismo pelo estresse oxidativo. As plantas superiores
desenvolveram vérias estratégias para lidar com o estresse oxidativo. Um dos mecanismos é o
sistema de defesa antioxidante, incluindo enzimas como a dismutase do superéxido (SOD), as
peroxidases (POD) e a catalase (CAT) (Foyer e Noctor 2009; Jaleel et al. 2009). Outro
importante fator associado ao mecanismo de tolerancia a deficiéncia hidrica é a capacidade de
ajustamento osmotico no citosol, que é mediada pela sintese de solutos organicos como a
prolina e acUcares totais e de solutos inorganicos, principalmente o potassio (K*) (Silva et al.
2010b).

Umas das respostas de tolerancia ao déficit hidrico que vem sendo estudada é a capacidade
de alteracdo do metabolismo fotossintético, onde plantas que apresentam fotossintese C3 ou
C4 podem modificar esse padrdo para o metabolismo acido das crassulaceas (MAC). As
espécies que apresentam essa transicdo do metabolismo s&o conhecidas como MAC
facultativas, e com aproximadamente uma semana de deficiéncia hidrica algumas delas ja
comegam a manifestar alteragdes na captagdo de CO2, que passa a ser predominantemente

interceptado durante a noite, ocasionando grandes flutuacdes no contetdo de &cidos organicos



acumulados nos vacuolos no periodo noturno (Winter e Holtum, 2014; Herrera et al., 2015;
Brilhaus et al., 2016).

Diante do exposto, esse trabalho objetivou verificar a ocorréncia e quantificar
caracteristicas fisiologicas e bioquimicas relacionadas ao metabolismo fotossintético em

genotipos de J. curcas cultivadas sob deficiéncia hidrica no solo.

REVISAO DE LITERATURA

A espécie Jatropha curcas L.

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) € uma espécie oleaginosa, conhecida popularmente
como pinhdo manso. E originaria da América Central, considerada como uma planta rdstica e
encontrada nas mais diversas condigdes edafocliméticas (Dias et al., 2007; Tominaga et al.
2007). Assim como Manihot esculentae Crantz, Ricinus communis L. e a Hevea brasiliensis
Willd ex Adr. de Juss. Muell. Arg., J. curcas é de porte arboreo-arbustivo e tem sido apontada
como uma das mais promissoras oleaginosas para a producdo de Biodiesel (Kumar e Sharma,
2008). Segundo Maes et al. (2009) ha duas grandes preocupagdes quanto ao cultivo do pinhdo
manso: primeiro, existem poucas informacBes sobre os aspectos agronémicos béasicos da
cultura, como os mecanismos de tolerancia a seca e segundo, trata-se de uma espécie silvestre
com nenhum grau de melhoramento.

O pinh@o manso é um arbusto de crescimento rapido, cuja altura pode atingir até 6 metros,
possuindo cinco raizes, sendo uma central e quatro periféricas, isto é, raizes laterais
desenvolvem-se a partir da raiz central (Pompelli et al., 2010). Seu tronco é dividido desde a
base, em compridos ramos, com numerosas cicatrizes produzidas pela queda das folhas na
estacdo seca, que ressurgem apds as primeiras chuvas (Dias et al., 2007; Saturnino et al.,
2005). E uma planta anfiestomatica, isto €, possui estdmatos distribuidos na fase abaxial e
adaxial, as folhas verdes, esparsas e brilhantes, largas e alternas, em forma de palma,
apresentam floracdo monoica na mesma planta, onde as flores masculinas sao em maior
namero, estando localizadas nas extremidades superiores das ramificagdes, enquanto que as
flores femininas sdo menos numerosas, e se encontram nas ramificacdes, mas com sexo
separado. O caule é liso, de lenho mole e medula desenvolvida, mas pouco resistente a ventos
e com longos canais laticiferos que se estendem até as raizes, nos quais circulam o latex
(Arruda et al., 2004).



Os frutos maduros apresentam o epicarpo com coloragdo externa marrom-escura € 0S
frutos secos apresentam o epicarpo de coloracdo preta e em fase de deiscéncia, mesocarpo
seco e sementes de coloracdo preta, com presenca de estrias (Nunes et al., 2008). O fruto é
capsular ovoide com diametro de 1.5 a 3.0 cm, é trilocular com uma semente em cada
cavidade, formado por um pericarpo e lenhosa, indeiscente, inicialmente verde, passando a
amarelo, castanho e por fim preto, quando atinge o estadio de maturacdo, contém de 53 a 62%
de sementes e de 38 a 47% de casca (Dias et al., 2007; Maes et al., 2009).

J. curcas possui propriedades importantes, podendo ser utilizada toda a planta. O latex
possui propriedades anticancerigenas, das raizes pode-se extrair um antidoto para picadas de
cobra, o bagaco pode ser utilizado como fertilizante, o plantio pode melhorar a qualidade de
areas degradadas e diminuir o problema erosivo (Sharma et al., 2012). Além disso, J. curcas
cresce e se desenvolve bem em solos de baixa fertilidade, mas deve preferencialmente ser
cultivado em solos profundos, bem estruturados e pouco compactados, para que o0 sistema
radicular possa se desenvolver adequadamente, explorando um maior volume de nutrientes no
solo (Arruda et al., 2004).

As plantas levam em média de um a trés anos para estabilizar sua produtividade, entretanto
pode iniciar a producdo de frutos ja nos primeiros seis meses, podendo sua producdo se
estender por até 50 anos (Pradhan et al., 2011). A viabilidade de cultivo ainda depende do
desenvolvimento de tecnologia agronémica e do cultivo para obtencéo de altas produtividades
nas diferentes regides do Brasil (Freitas et al., 2011; Laviola et al., 2012). Espera-se que a
cultura deixe de ser um potencial e passe a ser efetivamente uma matéria-prima para o

mercado de biodiesel brasileiro (Andréo-Souza et al., 2010).

Alteracdes fisioldgicas influenciadas pela deficiéncia hidrica

A 4gua deverd ser considerada como o0 mais importante recurso estratégico até o final da
préxima década e como insumo chave para o desenvolvimento econémico. O requerimento
hidrico na producdo dos chamados cultivos energéticos, como nas demais culturas, e seus
impactos em relacdo ao uso da &gua dependem de varios fatores, como, a espécie, a
evapotranspiracdo nos varios estagios do crescimento, o método de cultivo e a intensidade de
uso de produtos quimicos e fertilizantes nas lavouras. A expansdo da producdo de cultivos
energéticos em larga escala devera aumentar a evapotranspiracdo e, em alguns paises,

potencializar uma situacdo de estresse hidrico existente (Yang et al., 2009). Nesse sentido,



praticas agricolas modernas devem incluir aumento da eficiéncia de uso da agua (EUA), por
exemplo, por meio de melhoramento genético para tolerancia a seca além de tecnologias de
irrigacao localizada e fornecimento econémico de agua.

Da mesma forma, a compreensdo dos mecanismos que garantem, sob deficiéncia hidrica, a
manutencdo da assimilacdo de carbono e da transpiragdo em niveis compativeis com o
crescimento e producdo de biomassa é de suma importancia para a produtividade em areas
sujeitas a deficiéncia hidrica periodica. Nesse contexto, resultados sobre as relacGes hidricas
tém sido relatados, ressaltando, sobretudo, sua estreita relagdo com assimilacdo de carbono e
crescimento (Kotowska et al., 2015). Existem relatos indicando necessidade de irrigacao
suplementar visando maximizacdo do desempenho de J. curcas (Kheira e Atta, 2009; Behera
et al., 2010), sobretudo em climas semiaridos. Adicionalmente, ajustamento osmético (Silva
et al.,, 2010a), alta capacidade de manutencdo da integridade das membranas celulares
(Goncalves et al., 2011), estresse oxidativo (Silva et al., 2010b; Pompelli et al., 2010; da Silva
et al., 2016) tém sido demonstrados nessa espécie como efeito do déficit hidrico.

A deficiéncia hidrica afeta praticamente todos os aspectos do crescimento da parte aérea e
da raiz. O processo de desidratacdo sofrido pelas espécies durante essa condicdo pode ser
caracterizado por mudancgas nas relacBes hidricas, processos bioguimicos, fisioldgicos e
estrutura da membrana celular (Ashraf e Harris, 2013). As respostas fisiologicas e
bioquimicas de J. curcas para a seca no solo e na atmosférica tém sido estudados e discutidos.
A seca atmosférica, medida pelo maior déficit de pressdo de vapor do ar (estacdo seca) foi
mostrado por ser envolvida no fechamento dos estdmatos em J. curcas, o que contribuiu para
uma reducdo na assimilacdo de carbono (Santos et al., 2013).

O comportamento conservador de agua através da regulacdo eficiente dos estbmatos, como
indicado por medicdes do teor relativo de dgua (TRA) na folha e o potencial hidrico foliar
(Yw), tem sido comumente observada em plantas jovens e adultas (Pompelli et al., 2010;
Silva et al., 2010a; Diaz-Lo6pez et al., 2012; Fini et al., 2013; Santos et al., 2013; Sapeta et al.,
2013; da Silva et al., 2016; de Oliveira et al., 2016). Isso também foi verificado em outras
espécies de Euphorbiaceae, como Ricinus communis (Sausen e Rosa, 2010) e Manihot
esculenta (El-Sharkawy, 2007). Além disso, a deficiéncia hidrica induziu acumulagdo de
acido abscisico (ABA) nas folhas e raizes, a acumulacdo de solutos organicos, tais como
prolina, aglUcares e aminoacidos sollveis e, principalmente, o aumento da atividade de

enzimas antioxidantes como a SOD, POD e CAT, durante o periodo de déficit hidrico que



revelou importantes mecanismos de adaptagdo de J. curcas em resposta a seca (Pompelli et
al., 2010; Santos et al., 2013; da Silva., 2016).

Alguns estudos apontam J. curcas como tolerante a seca por desenvolver estratégias
morfologicas e fisioldgicas de resisténcia ou tolerancia a solos com baixo contetdo de agua
disponivel. Dentre estas estratégias encontram-se ajustamento osmoético (Silva et al., 2010b),
aumento da suculéncia caulinar (Maes et al., 2009), redistribuicdo de fotoassimilados, (Diaz-
Lopez et al., 2012) e outros fatores que envolvem alteracfes fotossintéticas. Este dltimo vem
sendo amplamente estudado, e se trata de uma forma de aclimatacdo desenvolvida por
algumas espécies, a fim de contornar situages de estresse ambientais relacionados a
salinidade, temperatura, luminosidade e deficiéncia hidrica e/ou nutricional.

A fotossintese é a principal fonte de producéo das plantas e também esta entre os processos
primarios a ser afetado pela seca (Kramer e Boyer, 1995; Chaves et al., 2009). Recentemente,
um ndmero crescente de estudos demostrou a resposta fotossintética, como a reducdo da
condutancia estomatica (gs) e da relagdo Ci/Ca ao déficit hidrico em Jatropha curcas (Silva et
al., 2015; de Santana et al., 2015; da Silva et al., 2016; de Oliveira et al., 2016).

A regulacdo estomatica rigorosa em Jatropha sob deficiéncia hidrica tem sido relatado
(Pompelli et al., 2010; Sapeta et al., 2013; Silva et al., 2015; da Santana et al., 2015; da Silva
et al., 2016, de Oliveira et al., 2016). Entretanto, as respostas dos estdbmatos as variacdes na
hidratacdo foliar tém sido associadas a arquitetura hidraulica das plantas (Sperry et al., 2002),
a capacidade hidraulica das folhas (Brodribb e Jordan, 2008) e, sob maxima taxa de
transpiracdo, a condutividade hidraulica das raizes (Ocheltree et al., 2014). Além disso,
importante avanco para o conhecimento sobre transporte de 4gua nas plantas, bem como suas
alteraces frente a deficiéncia hidrica, pode ser atribuido aos estudos moleculares e funcionais
sobre as aquaporinas (AQPs). Elas estdo envolvidas em manter o transporte de agua a partir
das raizes para as folhas podendo proporcionar mudancas rapidas e reversiveis na
condutividade hidraulica, modulando a permeabilidade da membrana (Surbanovski e Grant,
2014).

Metabolismo acido das crassulaceas (MAC)
O MAC é uma adaptacdo fotossintética que surgiu, independentemente, varias vezes na

evolugdo das plantas vasculares, possivelmente por meio da reorganizacdo de vias

metabolicas ja existentes em plantas C3 (West-Eberhard et al., 2011). A fotossintese MAC



ocorre em aproximadamente 16.000 espécies de 328 géneros pertencentes a 33 familias
(Herrera, 2009). As plantas MAC sdo adaptadas a escassez de agua porque perdem pouca
agua por transpiracdo durante aquisicdo de COz, uma vez que os estdbmatos se abrem no
periodo noturno e permanecem fechados durante o dia (Winter et al., 2005).

O MAC ¢ uma de trés vias de assimilagdo fotossintética de CO> atmosférico, juntamente
com as vias fotossintéticas C3 e C4 (Silvera et al., 2010a). O MAC caracteriza-se por a
separagdo temporal entre a fixagdo de CO: e a sua assimilagdo em compostos organicos. Em
plantas MAC, o CO; é fixado durante o periodo escuro através da agdo da enzima
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC), que utiliza CO> para carboxilacdo de fosfoenolpiruvato
(PEP), dando origem a oxaloacetato (OAA). O OAA formado é convertido em malato pela
acao da malato-desidrogenase (MDH). Em seguida, este acido organico é transportado para o
vacuolo, fazendo com que a acidificacdo noturna tipica de plantas MAC. Durante o periodo
de luz, a descarboxilagcdo do malato e refixacdo do CO> pela enzima ribulose-1.5-bisfosfato
carboxilase oxigenase (RUBISCO) ocorre no citosol, causando uma diminui¢do da acidez nos
tecidos (Herrera, 2009; Silvera et al., 2010b). Devido a fixacdo noturna do CO, atmosférico,
plantas MAC apresentam maior eficiéncia no uso da agua (EUA), quando comparado com as
vias fotossintéticos C3 e C4 (Herrera, 2009). Além da EUA, outra vantagem do MAC ¢ a
compreensdo de mecanismos para minimizar os danos causados por ROS (Sunagawa et al.,
2010).

A mudanca do metabolismo C3 para 0 MAC talvez seja uma das mudancas metabolicas
mais complexas das plantas em resposta ao ambiente, ja que € necessaria uma integracao da
regulacdo nos niveis celular, tecidual e do organismo como um todo (Freschi e Mercier,
2012).

Tanto as plantas MAC como as C4 empregam a enzima PEPC para a captura de CO:
atmosférico e respiratério, melhorando o desempenho da RUBISCO na via C3 e reduzindo a
fotorrespiragdo no periodo luminoso. No entanto, enquanto a via C4 funciona através da
separacdo espacial entre PEPC e RUBISCO, que ocorrem respectivamente no mesofilo e
células da bainha, a fotossintese MAC ocorre apenas nas células do mesofilo, dependendo
estritamente da regulacdo temporal entre a via C4 e C3. Osmond et al. (1978), prop6s que o
ciclo de 24 h do MAC é composto por quatro fases. A fase | ocorre durante o periodo escuro,
e é caracterizada pela abertura estomatica para fixacdo de CO, através da PEPC, levando ao
acumulo de acido malico. A fase Il acontece durante as primeiras horas do periodo de luz,

com o0s estdbmatos ainda abertos, e ocorre a fixa¢do simultanea de CO: tanto pela PEPC



quanto pela RUBISCO. Na fase Il os estomatos se fecham, e ocorre a refixagdo do CO: pela
RUBISCO a partir da descarboxilacdo do malato, e a fase IV é caracterizada pela reabertura
estomatica, quando nao ha restricbes hidricas, e fixacdo direta de CO, atmosférico pela
RUBISCO (Figura 1). A magnitude e duracdo dessas fases sdo varidveis e de grande
plasticidade, dependendo da espécie, ambiente, e desenvolvimento da folha (Davies e
Griffiths, 2012).

I I I IV

Fixacio de CO»

RUBISCO

PEPC

Malato

PEPECK

Carboidratos

Figura 1: Quatro fases temporais do MAC (I, Il, Il e IV) demonstradas durante um

fotoperiodo de 24 horas pelas principais caracteristicas do MAC: a fixacdo de COg,
RUBISCO, PEPC, atividade da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), malato e
acumulo de carboidratos. As formas pretas abaixo do eixo x indicam quando 0s processos
descritos acima foram acontecendo. As barras pretas e brancas no eixo x indicam noite e de

dia, respectivamente (adaptado de Matiz et al., 2013).

O MAC pode ser dividido em trés tipos considerando o comportamento estomatico e a
consequente assimilagdo de CO> atmosférico. O MAC constitutivo ou obrigatorio é expresso
nos tecidos fotossintéticos dependendo Unico e exclusivamente da maturidade, enquanto o
C3-MAC facultativo, também conhecido como MAC induzivel ou opcional, ocorre em
plantas que manifestam o MAC em respostas a estimulos ambientais (Silvera et al., 2010).
Essa capacidade de inducdo parece ser mais importante para o balanco hidrico, a fotoprotecdo

e a reproducdo da planta do que para a aquisicdo de carbono, ja que a maioria das plantas



induziveis j& estudadas apresentou, em média, uma assimilacdo noturna menor do que 30% da
aquisicdo de carbono total da planta (Herrera et al., 2009). O MAC cycling, apresenta um
padrdo de trocas gasosas semelhantes ao da fotossintese C3, assimilando carbono durante o
dia pela Rubisco. Entretanto, durante a noite 0 CO2 proveniente da respiragdo e refixado
através da PEPC, resultando em flutuagfes na acidez nos tecidos fotossintéticos no ciclo
dia/noite. Este padrdo é considerado uma forma basal do MAC. J& o MAC idling é
caracteristico de condicOes de estresse hidrico severo, quando ocorrem pequenas flutuacGes
na acidez dos tecidos fotossintéticos no ciclo dia/noite e todo o malato produzido é
proveniente da reciclagem do CO: respiratério. Por fim, o MAC latente se caracteriza pela
manutencdo de altos niveis de acidez durante todo o ciclo. Tanto o CAM cycling, quanto o
MC latente podem ser considerados passos evolutivos intermediarios entre a fotossintese C3 e
0 MAC (Silveraetal., 2010).

A abundancia relativa (medida em partes por mil, %o) de isdtopos estaveis de carbono
(8'3C) em tecidos vegetais tem sido bastante utilizada como um indice da contribuicio
relativa do MAC para o ganho fotossintético total (Pierce et al., 2002). A PEPC é a enzima
primaria na fixacdo de CO. em plantas C4 e MAC, discrimina menos 0s is6topos mais
pesados (*3C) do que a RUBISCO, enzima primaria da rota Cs. Em plantas Cs, os valores de
313C estdo na faixa entre -35 e -23 %o, enquanto em plantas MAC os valores estdo entre -19 e
-10 %o (Dodd et al., 2002).

E também importante ressaltar que vérios estudos tém demonstrado que a expressdo de
MAC pode ser altamente flexivel e dependente ndo s6 da espécie de planta, mas também
sobre as caracteristicas dos tecidos, a fase de desenvolvimento de 6rgdos e das condicdes
ambientais (Herrera, 2009; Freschi et al., 2010a, b; Ping et al., 2010; Borland et al., 2011).
Assim como em outras espécies de caule suculento e verde, sob condi¢bes de deficiéncia
hidrica, J. curcas parece ser capaz de variar entre 0 metabolismo fotossintético foliar C3 para
0 MAC, de forma mais marcante no caule (Maes et al., 2009; Rajaona et al., 2013; Silva et al.,
2013; Winter e Holtum, 2015).
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CAPITULO 1

ALTERACOES NO METABOLISMO FOTOSSINTETICO INDUZIDAS PELA
DEFICIENCIA HIDRICA EM GENOTIPOS DE Jatropha curcas

EXTRATO

No Brasil, com o advento do Programa Brasileiro de Biodiesel e o surgimento de grande
demanda por Gleos vegetais, Jatropha curcas L. tem sido divulgada como uma alternativa
para fornecimento de matéria-prima. Sua produgdo tem crescido em regifes aridas e semi-
aridas, principalmente pela sua rusticidade e producdo em &reas de baixa pluviosidade. O
objetivo desta pesquisa foi abordar a amplitude da mudanca C3-MAC induzida pela seca em
J. curcas. A area foliar especifica (AFE) diferiu significativamente (p<0.05) para os gendtipos
e entre os regimes hidricos, onde, verificou-se aumento na AFE das plantas controle 124, 168,
226 e 298. O potencial hidrico foliar a0 amanhecer (Wam) ndo foi alterado quando as plantas
foram submetidas a deficiéncia hidrica (DH). Entretanto, o gendtipo 222 foi o Unico a diferir
entre os regimes hidricos para o potencial hidrico meio dia (Ymd). Em relagdo a eficiéncia
intrinseca (Pn/gs) e instantanea (Pn/E) do uso da &gua, verificou-se que houve aumento
significativo de 47 e 27% nas plantas sub DH em relag&o as plantas controle. A atividade da
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) nas plantas sob DH determinadas em folhas coletadas
as 4 e 16 h apresentou aumento de 167 e 187%, respectivamente, em relacdo as plantas
controle. O acumulo de acidos organicos (malato e citrato) diferenciou entre os genétipos e 0s
tratamentos de DH para todas as quantificacbes. Verificou-se acréscimo em média de 176%
para as plantas controle e 270% para as plantas submetidas a DH, quando comparados o
citrato em relacdo ao malato. Observou-se aumento de 62% no teor de agucares sollveis totais
(AST) nas plantas sob DH quando comparadas aos seus controles. Ja para o amido houve um
maior contetdo nas plantas controle de 78% em média quando comparadas as plantas sob
DH. Aumentos significativos (p<0.05) na composi¢do isotopica foram observados em folhas
de plantas submetidas & DH. A andlise multivariada demonstrou que das variaveis
bioquimicas, o citrato foi 0 que mais contribuiu para a formacéo dos grupos, além disso, das
variaveis de crescimento, a area total de radicular foi a que apresentou a maior contribuicéo.
Embora J. curcas ser considerada uma planta que tolera a seca, ela é capaz de aumentar a
eficiéncia do uso da d&gua mudando de C3 para metabolismo MAC sob baixa disponibilidade
de agua.

Palavras chave: acidos organicos, Euphorbiaceae, isotopos de carbono, metabolismo &cido

das crassulaceas
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CHANGES IN METABOLISM PHOTOSYNTHETIC INDUCED BY WATER
STRESS IN Jatropha curcas GENOTYPES

ABSTRACT

In Brazil, with the advent of the Brazilian Biodiesel Program and the emergence of strong
demand for vegetable oils, Jatropha curcas L. has been disclosed as an alternative to the
supply of raw material. Its production has grown in arid and semi-arid regions, mainly
because of its hardiness and production in low rainfall areas. The objective of this research
was to address the range of C3-MAC change-induced drought in J. curcas through
assessments acidification overnight leaf and stem tissues. Specific leaf area (SLA) differed
significantly (p<0.05) for the genotypes and water regimes, where there was an increase in the
SLA plant control 124, 168, 226 and 298. The leaf water potential at dawn (Yam) was not
changed when the plants were subjected to water stress (WS). Regarding the intrinsic
efficiency (Pn/gs) and instantaneous (Pn/E) the use of water, there was a significant increase
of 47% and 27 sub WS plants relative to control plants. The activity of phosphoenolpyruvate
carboxylase (PEPC) in plants under WS determined in leaves collected at 4 and 16 h
increased by 167 and 187%, respectively, compared to control plants. The accumulation of
organic acids (malate and citrate) difference between genotypes and WS treatments for all
measurements. It appears that there was an increase in average of 176% for the control plant
and 270% for plants subjected to WS compared citrate to malate There was an increase of
62% in total soluble sugar content (SST) in plants under DH when compared to their controls.
As for the starch content was increased in the control plants by 78% on average compared to
plants under WS. There were significant differences (p<0.05) between genotypes and between
the WS treatments, the carbon isotope discrimination. Multivariate analysis showed that the
biochemical variables, citrate was the largest contributor to the formation of groups,
moreover, the growth variables, the total area of root was the one with the greatest
contribution. Although J. curcas be considered a plant that tolerates drought, it is able to
increase the efficiency of use of changing water C3 for MAC metabolism under low water
availability.

Keywords: Euphorbiaceae, abiotic stress, organic acids, carbon isotopes
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1. INTRODUCAO

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), conhecida popularmente como pinhdo manso, é
amplamente cultivada em muitas regides tropicais e subtropicais, vista como uma promissora
cultura para a produgdo de biodiesel, devido a riqueza de Oleos em suas sementes-
(Berchmans e Hirata, 2008; Van Eijck et al., 2014). O teor de 6leo nas sementes pode
alcancar até 50% de 0leo, o qual tem sido utilizado como purgativo além de inimeros outros
usos medicinais, na fabricacdo de tintas e sabdes e como lubrificante e combustivel para
motores a diesel (Kumar e Sharma, 2008). Além da sua utilizacdo como biodiesel, o pinhédo-
manso apresenta alto potencial industrial, sendo o residuo da extragdo do Oleo rico em
proteina (60-65%), podendo ser transformado em um excelente alimento para aves,
ruminantes e peixes (Jongschaap et al., 2007).

Além disso, J. curcas apresenta caule suculento como reserva hidrica, tamponando as
variacdes do teor de agua nas folhas (Maes et al., 2009; Kai e Ming, 2011) e tolera a seca sob
condicdes aridas e semiaridas, que oferece as vantagens de ndo competir diretamente contra a
producdo de alimentos, bem como, para atenuar a degradacdo do solo e recuperar terras
marginais ou abandonadas (Kumar e Sharma, 2008; Pandey et al., 2012). Apesar de ser
amplamente divulgada como espécie tolerante a seca, resultados recentes tém demonstrando
efeito negativo da falta de &gua sobre vérias caracteristicas fisiologicas e morfoldgicas de J.
curcas (Fini et al., 2013; Tominaga et al., 2014; de Santana et al., 2015; da Silva et al., 2016;
de Oliveira et al., 2016; Silva et al., 2015a).

Outra estratégia de tolerdncia a seca, e a diversos fatores ambientais, geralmente
associados, tais como, salinidade, temperatura e luminosidade, que vem sendo estudada em
espécies de caule suculento, é a transicdo do metabolismo fotossintético Cs para Metabolismo
Acido das Crassulaceas (MAC) sob deficiéncia hidrica (Cushman e Borland, 2002; Dodd et
al., 2002). Como outras espécies, J. curcas, provavelmente, apresenta 0 MAC no caule
suculento, com folhas mudando do metabolismo C3 para 0 MAC, sendo mais eficiente no uso
da agua sob seca (Maes et al., 2009). Esta mudanca no metabolismo é uma estratégia de
plasticidade que auxilia na conservagdo de &gua, principalmente em ambientes aridos, sendo
estudado em diversos géneros de Euphorbiaceae (Cushman e Borland, 2002; Dodd et al.,
2002; Herrera, 2013). O MAC ¢ caracterizado também por um fluxo intenso de carbono diario

proveniente dos carboidratos, como amido e sacarose, para a sintese de acidos organicos,
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como malato e citrato, que sdo armazenados durante o periodo escuro para seu uso durante o
periodo de luz (Freschi et al., 2010b).

A expressao do MAC em espécies facultativas é determinada principalmente pelo gendtipo
e pela intensidade do estresse por limitagdo de dgua, mas pode também ser influenciada por
fatores ambientais ontogénicos e outros (Griffiths et al., 2008; Walter et al., 2008; Aragon et
al., 2012). Entretanto, as plantas MAC mostram convergéncia evolutiva em termos de
determinadas caracteristicas anatbmicas e metabolicas e algumas destas caracteristicas (ou
seja, suculéncia e do espaco intercelular) sdo reconhecidos como determinantes putativos para
restringir a gama de plasticidade fotossintética realizada por tecidos vegetais especificos
(Borland et al., 2011).

A analise da composicédo isotdpica do carbono provou ser uma técnica valiosa para inferir
em longo prazo (sazonal) e mudancas diarias em carbono adquiridos diretamente através das
reagOes escuras do MAC. A baixa discriminacdo em relagdo ao *C expressa pela PEPC
distingue o carbono no material vegetal fixado pelas reacdes escuras do MAC do fixado
diretamente do CO> atmosférico através da RUBISCO (Griffiths, 1992).

Assim, o0 objetivo do presente estudo foi abordar a amplitude da mudanca C3-MAC
induzida pela seca nas folhas e caule de J. curcas através de avaliagdes da acidificacdo
durante a noite de tecidos foliar e caulinar, bem como de alteracdes fisiologicas e de
crescimento. Testaram-se as hipoteses de que (1) o metabolismo fotossintético de J. curcas é
plastico e altera em direcdo ao MAC de acordo com a disponibilidade hidrica e (2) a
plasticidade da alteracdo metabdlica é varidvel entre os diferentes gendtipos e esta relacionada

a ajustes anatémicos e fisiologicos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condigGes de crescimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no campus da Universidade Estadual
de Santa Cruz (UESC), localizada em Ilhéus, BA (14°47'00" S, 39°02'00" W), realizado entre
0s meses de setembro e novembro de 2014. Durante o experimento, a radiacdo
fotossinteticamente ativa (RFA) foi monitorada por meio de sensores quanticos S-LIA-MO003,
a temperatura e umidade relativa do ar foram monitoradas utilizando-se sensores

microprocessados Hobo H8 Pro Series (Onset, USA). Essas variaveis foram medidas e
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armazenadas permanentemente por coletores de dados Hobo Micro Station Data Logger
(Onset, USA).

Sementes de J. curcas, oriundas do banco de germoplasma da Embrapa Agroenergia —
Distrito Federal, foram germinadas em vasos, contendo 12 L de latossolo amarelo distrofico.
Apos 20 dias da germinacgdo realizou-se o desbaste, deixando apenas uma planta por vaso.
Imediatamente os vasos foram cobertos com papel aluminio para evitar a evaporacdo e o
aquecimento do solo, iniciando assim, o tratamento de deficiéncia hidrica, sendo mantido por
um periodo de 42 dias.

Os tratamentos consistiram em dois regimes hidricos medidos em percentagem de
capacidade de campo (CC): plantas controle (100% da CC) e plantas submetidas a deficiéncia
hidrica (50% da CC) e nove gendtipos (121, 124, 148, 168, 222, 215, 226, 298 e 299). As
plantas controle foram mantidas, todo o periodo experimental, irrigadas proximo a capacidade
de campo (potencial matrico do solo- variando de -33.1 a -15.2 kPa, as demais plantas foram
mantidas sob deficiéncia hidrica, com faixa entre -207.0 e -89.9 kPa. A umidade no solo das
plantas controle e de déficit hidrico (DH) foi determinada por meio do método gravimétrico e

o0 potencial matrico estimado utilizando uma curva de retencdo de agua.

2.1. CRESCIMENTO

Todas as avaliacBes foram realizadas aos 42 dias ap6s o tratamento (DAT). Foram
avaliados a altura, o didmetro do coleto, o nimero de folhas e a area foliar. Para a
determinacdo da area foliar, realizou-se medi¢des do comprimento da nervura principal (P) e
largura maxima (L) das folhas e, com estes dados aplicou-se a equacgdo (AF = (P x L) %-96)
sugerida por Pompelli et al. (2012). O volume de raiz (cm3), comprimento de raiz (cm), area
total de raiz (cm?) e area de superficie de raiz (cm?) com o software WinRHIZO pacote

comercial.

2.2. RELACOES HIDRICAS

2.2.1. Potencial hidrico
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Avaliou-se o potencial hidrico foliar (Wpd) antes do amanhecer (4:00 h), e ao meio dia
(Ymd). Utilizou-se uma cadmara de pressdo PMS1000 (PMS Instrument Company, EUA),
segundo a metodologia de Scholander et al. (1965) (Figura 1).

—
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Figura 1: Camara de pressdao 1000 (PMS Instrument Company, EUA).

2.2.2. Area foliar especifica (AFE)

Para determinacdo da area foliar especifica (AFE), que relaciona a superficie da folha com
a massa da propria folha, utilizou-se a relagdo entre a area de 5 discos foliares coletados da

terceira folha completamente madura e expandida e as suas respectivas massas secas.

2.3. DETERMINACOES ENZIMATICAS

Ao final do experimento (42 DAT), foram coletadas folhas em dois periodos (4 h e 16 h) e
fragmentos do caule (base e apice) e que foram imediatamente congelados em nitrogénio
liquido e levados para freezer -80 °C. A extracdo de proteinas foi realizada em amostras de
folhas e caule maceradas usando um almofariz e um pistilo a frio. Apos centrifugacéo a
14.000g durante 30 min, o sobrenadante foi recolhido e utilizado nas atividades enzimaticas.
A quantidade de proteina no extrato foi determinada pelo método de Bradford (1976). As
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro leitor de microplacas (SpectraMAX®

Paradigm® - Multi-mode detection platform, Molecular Devices).

2.3.1. Atividade da PEPC (E.C. 4.1.1.31)
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Aproximadamente 0.02 g de material liofilizado foi macerado em meio de extragéo
contendo 400 pL de tampdo EDTA 2 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, PMSF 1 mM e PVP-40
1% dissolvidos em Tris-HCI 50 mM pH 7.8 e procedeu-se a ultrasonicacdo das amostras
(Ultrasonic processor Gex 130, 130 W) em gelo até o rompimento total dos tecidos, com
pulsos de 8 s, a intervalos de 10 s, e amplitude de 70%. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 14.000 x g a 4 °C. Coletou-se o sobrenadante e a atividade de
PEPC foi medida apds a extingdo de NADH pela diminui¢ao da absorbancia em 340 nm até
300 s (Degl'innocenti et al., 2002). A atividade foi realizada em uma mistura de reagéo
contendo NaHCOz 10 mM, NADH 0.3 mM, MgCl> 5 mM e MDH 33 nkat dissolvidos em
tampdo Tris-HCI 50 mM pH 7.8 e extrato enzimético. A reacdo foi iniciada pela adicdo de
fosfoenolpiruvato (PEP) 20 mM.

2.4. DETERMINACOES BIOQUIMICAS

2.4.1. Acidez titulavel

Para a quantificacdo da acidez titulavel, discos foliares frescos (5 mm) foram coletados,
pesados e armazenados em freezer a -80°C até as posteriores analises. Trés discos foliares
fervidos em 10 mL de 4gua deionizada por 15 minutos. Apés este tempo, foi adicionado 30 pl
de fenolftaleina para a estimativa de H* correspondente a malato (pH 7.0) de acordo com
Nobel, (1988), e 30 pl de azul de bromotimol para citrato (pH 8.4) sendo tituladas com NaOH
0.01 N (Figura 2). A variagdo de acidez (AH") foi calculada como a diferenca entre o
entardecer (16 h) e ao amanhecer (4 h). As anélises foram feitas em triplicatas, e os resultados

foram expressos em umol H* g de massa fresca.

Figura 2: Titulacdo de acidez do malato pH 7.0 (A) e citrato pH 8.4 (B).
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2.4.2. Teor de agUcares solUveis totais e amido

A quantificacdo dos acUcares solUveis totais (AST) foi realizada de acordo com a
metodologia de Clegg et al. (1956). Foram extraidos homogeneizando-se 100 mg do material
liofilizado com 5 mL de etanol a 80% fervente, seguido de agitacdo e subsequente repouso
por 5 minutos. Foram adicionados mais 5 mL do etanol, centrifugando por 10 minutos a 5.000
g. O sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico com capacidade para 50 mL e o
residuo lavado com solugbes etanolica e centrifugado mais trés vezes. Os sobrenadantes
foram combinados e o volume completado para 25 mL com solucdo etandlica 80%.
Posteriormente, os extratos foram despigmentados com cloroférmio e evaporados em placa de
aquecimento a 60 °C. O residuo resultante foi dissolvido em 5 mL de agua destilada. Desse
extrato aliquotas foram separadas para a quantificacdo dos acucares sollveis totais, sendo
feitas leituras de absorbancia em 490 nm em espectrofotdmetro, utilizando-se como padréo a
glicose e agua como branco, usando-se 0 mesmo volume que o extrato.

Para a determinacdo do amido, foram realizadas duas extracfes consecutivas do material,
utilizando o mesmo extrator, a 80 °C por 30 min. Em seguida, foi realizado um novo ciclo de
duas extragdes consecutivas com 6.5 mL de &cido perclérico a 52%, por 15 min, a 25°C,
sequidas de centrifugacdes a 3.000 x g por 10 min onde o sobrenadante foi separado e a
operacao repetida mais uma vez. A quantificacdo do amido foi feita pela reacdo com antrona
(0.2%), conforme método de McCready et al. (1950) e a leitura das amostras, em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 620 nm, utilizando-se solucdo de glicose de 0

a 50 pg. mL* como padréo.

2.4.3. Composicio isotdpica de carbono 6**C

Amostras de folhas foram secas e trituradas e, aproximadamente 1 mg do p6 fino foi
acondicionado em cépsulas de estanho 3 mm x 35 mm (Experimental Microanalysis Ltd.,
Okehampton, United Kingdom). As amostras foram enviadas para analises no Laboratorio
Godwin da Universidade de Cambridge, Reino Unido. As leituras foram realizadas através de
um analisador elementar Costech acoplado a um espectrometro de massa (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). As medidas de espectrometria de massa foram realizadas
através do software em escala linear de normalizagdo de dois pontos *C/*2C (Paul et al.,
2007) e dois materiais de referéncias: IAEA-600 (Cafeina: 813C -27.5 %o, quando n = 4,
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medida §13C -27.52 %o, sd = 0.04 %o ¢ USGS 40 (4cido L-glutdmico: §'3C -26.2 %o, quando n
=4, $13C medida- 27.20 %o, sd = 0.03 %o). Referéncia padrio da AIEA em Viena ocorreu em
intervalos ao longo da sequéncia e esses valores foram usados para calibrar os valores
internacionais para **C/*2C (5'°C de VPDB).

2.5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2 x 9, formado por dois niveis de disponibilidade hidrica e nove genotipos de J.
curcas, com cinco repeticdes por tratamento. Os resultados foram submetidos ao teste Fa 5 %
de significancia, por ANOVA fatorial e, quando indicado, a comparacGes de médias pelo teste
de Scott Knott no mesmo nivel de significancia.

Foram realizados o agrupamento e componentes principais, utilizando variaveis de
crescimento (altura, didmetro do colo, nimero de folhas, area foliar, volume radicular,
comprimento radicular, area total de raiz e area de superficie de raiz), obtidos pela diferenca
(A) entre as plantas controle (100% da CC) e plantas submetidas a deficiéncia hidrica (50% da
CC). Como medida de dissimilaridade calculou-se a distancia euclidiana média e para a
formacdo dos agrupamentos utilizou-se o0 método UPGMA (Unweighted Pair Group Method)
com a média aritimética (Sneath e Sokal, 1973), calculando-se as taxas de contribuicdo
relativa para a dissimilaridade pelo método de Singh (1981), e o ponto de corte com base na
distdncia Euclidiana. As analises foram realizadas com auxilio do Programa Genes 7.0 (Cruz,
2008) e o dendrograma foi obtido pelo programa STATISTICA 7.1 (Statsoft, 2005)

3. RESULTADOS

3.1. Condig0es experimentais

Os valores minimos e maximos de temperatura do ar (T) observados durante o periodo
experimental foi de 20 e 29°C, respectivamente. A umidade relativa média do ar (UR)

registrada foi de 75%. O valor médio da radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) integrada
ao longo do dia foi de 12.1 mol fétons m dia™* (Tabela 1.)
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Tabela 1: Variagdo na radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA -mol fétons m-2dia?),
temperatura do ar (T -°C) e umidade relativa (UR - %) dentro da casa de vegetacdo durante o
periodo experimental. Os valores correspondem a média (erro padrdo da média), maximo e o

minimo diario.

Média Maximo Minimo
RFA 12.1 (0.00) 19.3 5.4
T 26.2 (0.01) 29.2 20.6
UR 74.8 (0.05) 92.4 60.6

3.2. Crescimento

Com excecdo do diametro do coleto verificou-se que ndo houve diferengas significativas
para as varidveis de crescimento entre 0s genotipos, onde o 148, 226 e 298 foram

influenciados negativamente pela DH (Tabela 2).

Tabela 2: Area foliar (AF), altura (A), didmetro (D) e nimero de folhas (NF) de plantas
jovens de J. curcas aos 42 DAT. Valores médios 5 repeticfes (+ erro padréo, n = 5).

Genotipos AF (cm?) A (cm) D (cm) NF
121 Controle  2515.8+214.8”%  50.8+2.2°%  2.44+0.0"*  18.6+0.8"
DH 1711.4+144.37%  39.6+3.2%°  2.18+0.0"°  17.0+0.5"
124 Controle  2814.94266.9”%  48.0+1.7%%  2.44+0.0"%  19.4+1.2"2
DH 1742.5+160.3"°  33.8+2.9%°  2.04+0.1"°  14.8+0.8"2
148 Controle  2723.4+604.9°%  51.0+4.6%%  2.32+0.0"%  20.4+1.1"
DH 1647.9+215.3”°  36.2+4.0"°  1.94+0.1B° 15.4+1.0"2
168 Controle  2701.8+197.4"%  50.6+2.9%%  2.50+0.0"*  18.6+0.6"
DH 2141.2+188.3%  40.4+3.0"°  2.25+0.0"°  16.0+0.772
-~ Controle  2621.4+309.6"%  48.0+2.3%%  2.41+0.0"%  20.2+2.7/
DH 1819.4+132.3”%  37.4+2.0"°  2.06+0.0"°  16.2+1.0"
215 Controle  3313.8+578.7A%  54.8+3.9%%  2.44+0.1%%  26.0+5.172
DH 1996.1+90.4%°  42.0+1.1°°  2.06+0.0"°  17.6+1.6"°
226 Controle  2504.14299.2°%  48.7+4.5%%  2.33+0.1°%  21.2+3.3"
DH 1378.1+139.0"°  31.4+3.4%°  1.90+0.0%° 15.8+1.4"2
208 Controle  2255.6469.74%  50.8+1.2%4%  2.29+0.0"%  18.+0.4"2
DH 1783.8+228.4"%  34.5+2.9%°  1.80+0.08®  16.4+1.3"
299 Controle  3422.5+495.9°%  47.4+2.3%  224+0.1°%  20.4+2.7/
DH 1806.7+226.1°°  38.6+2.0"°  2.13+0.17%  17.4+2.1"2
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Letras mailsculas indicam comparacdo entre gendtipos pelo teste de Scott-Knott e letras
minusculas comparagdo entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).

Apenas 0s genotipos 124, 148, 215, 226 e 299 foram influenciados negativamente pela DH
para a AF, com reducdes de 62, 61, 60, 55 e 53%, respectivamente. Entretanto, a DH afetou a
altura em todos os gendtipos, reducdes em média de 74% quando comparadas as plantas
controle. Em relacdo ao diametro do coleto, todos os genotipos diferiram significativamente
para os regimes hidricos aplicados, tendo o 299 como excecdo. Ja para o numero de folhas,
somente o gendtipo 215 diferiu dos demais entre os tratamentos de DH.

O volume radicular diferenciou significativamente (p<0.05) entre os gen6tipos, onde o0 121
e 126 apresentaram maior volume em relacdo aos demais (Figura 3A). Nao foram verificadas

diferencas para o comprimento radicular os genétipos, entretanto, diferencas significativas

foram verificadas nas plantas submetidas a DH (Figura 3B).
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Figura 3: Volume radicular (A), comprimento radicular (B), area total de raiz (C) e area de
superficie de raiz (D) de plantas jovens de J. curcas aos 42 DAT. As colunas sdo médias de 3-
4 repeticOes e as barras representam o erro padrdo da média. Letras maidsculas indicam
comparagao entre gendtipos dentro de cada tratamento (controle ou DH) pelo teste de Scott-
Knott e letras minusculas comparagdo entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).

Verificou-se que 0s genotipos 148, 226 e 299 diferenciaram dos demais quando avaliada a
area total de raiz (Figura 2C). Além disso, o genotipo 299 diferiu dos demais em relagdo ao
tratamento de DH. N&o houve diferenca significativa (p<0.05) entre 0s gendétipos para a area
de superficie de raiz (Figura 2D). Entretanto, somente os gendtipos 126, 148 e 226 diferiram

entre os regimes hidricos.

3.3. Relagdes hidricas

Ao analisarmos os valores do potencial hidrico Yam e ¥md, verificamos que ndo houve
diferenca significativa (p<0.05) entre os genotipos, entretanto, somente o 222 diferiu dos

demais em relacdo ao tratamento de DH ao meio dia (Tabela 3).

Tabela 3: Valores de potencial hidrico antemanha (Yam) e ao meio dia (¥md) medidos aos

42 DAT. Valores médios de 3 repeticdes (x erro padrdo, n = 3).

Gendtipos Yam (MPa) ¥Ymd (MPa)
Controle DH Controle DH
121 -0.47+0.08 42 -0.57+0.08 A -1.00+0.05 4% -1.33+0.16 2
124 -0.43+0.06 A -0.48+0.07 A2 -1.03+0.03 4% -1.13+0.202
148 -0.32+0.04 4 -0.33+0.03/% -1.0740.06 4 -1.17+0.28 A2
168 -0.3240.04 4 -0.43+0.03 "2 -0.8740.06 A -1.27+0.14 /2
222 -0.33+0.06 A2 -0.40+0.02 A2 -0.83+0.127%  -1.37+0.154°
215 -0.33+0.06 4 -0.42+0.07 A2 -1.27+40.03 4% -1.27+0.13 /2
226 -0.27+0.04 4 -0.42+0.01 4% -0.75+0.10 4% -0.97+0.20 A2
298 -0.35+0.07 4% -0.42+0.06 A2 -0.78+0.20 4 -1.03+0.14 A2
299 -0.35+0.08 4 -0.52+0.04 " -0.87+0.06 44 -1.00+0.17 A

Letras mailsculas indicam comparacdo entre gendtipos pelo teste de Scott-Knott e letras

minusculas comparagdo entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).
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Os valores médios do ¥md para 0 genotipo 222 variaram entre -0.83+£0.12 e -1.37+0.15
nas plantas controle e submetidas a DH, respectivamente. Esses valores representam uma
diminuicdo de 58% do ¥md das plantas sob DH em relacéo ao controle.

A area foliar especifica (AFE) diferiu significativamente (p<0.05) entre os gendtipos e
entre os tratamentos de DH. Observou-se efeito significativo do geno6tipo e do regime hidrico
sobre a AFE, destacando-se 0s genotipos 226 e 222, que apresentaram 0 maior e menor

valores, respectivamente, em plantas irrigadas (Figura 4A).
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Figura 4: Area foliar especifica (AFE, A) em J. curcas submetidas ao déficit hidrico aos 42
DAT. As colunas sdo médias de 4 repeticBes e as barras representam o erro padrdo da média.
Letras mailsculas indicam comparacdo entre gendtipos dentro de cada tratamento (controle
ou DH) pelo teste de Scott-Knott e letras mindsculas comparacdo entre regimes hidricos pelo

teste F (p<0.05).

Em relacdo ao efeito do tratamento de DH, destacam-se os gendtipos 222, 215 e 299, onde
se observou grandes aumentos de 302, 170 e 176 % na AFE, respectivamente, e 168 e 226,
onde os valores em plantas sob DH foram significativamente menores.

E possivel verificar na figura 5A, que os gendtipos diferiram entre si para a EUAb. Além
disso, destacamos 0s genotipos 226 e 298, pois o tratamento de DH resultou em aumento de

72 e 55%, respectivamente, na EUAD.
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Figura 5: Eficiéncia do uso da agua da biomassa (EUAb, A) em J. curcas submetidas ao
déficit hidrico aos 42 DAT. As colunas sdo medias de 3-5 repeticdes e as barras representam o
erro padrdo da média. Letras mailsculas indicam comparagdo entre gendtipos dentro de cada
tratamento (controle ou DH) pelo teste de Scott-Knott e asterisco (*) comparagdo entre

regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).

3.3. Atividade da PEPC

Uma das ferramentas utilizadas para se verificar a expressdo do MAC foi a determinacéo
da atividade da fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) em material foliar colhido em dois
horarios. Houve diferenca significativa (p<0.05) entre os genotipos, bem como entre 0s
regimes hidricos. Observou-se maior atividade da PEPC nas plantas submetidas a DH as 16 h
quando comparadas as 4 h (Figura 6A, B). Destacamos 0s gendtipos 121, 222 e 299 por
reducdes na atividade da PEPC as 4 h, diferindo assim, dos demais, quando comparadas as 16
h entre os regimes hidricos. Entretanto, aumentos significativos na atividade desta enzima
foram observados nas amostras coletadas as 16 h dos gendtipos 121 e 215. A atividade da
PEPC nas plantas sob DH aumentou 167 e 187% em relagéo as plantas controle, nas amostras

coletadas, respectivamente as 4 e 16 h.
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Figura 6: Atividade da fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) em folhas as 4 h (A) e 16 h (B)
e em segmentos de caule na base (C) e apice (D) em J. curcas submetidas ao déficit hidrico
aos 42 DAT. As colunas sdo médias de 4 repeti¢Oes e as barras representam o erro padrdo da
média. Letras maiusculas indicam comparagdo entre genOtipos dentro de cada tratamento
(controle ou DH) pelo teste de Scott-Knott e letras minUsculas comparacdo entre regimes

hidricos pelo teste F (p<0.05).

Verificamos ainda, um aumento de 29% na atividade da PEPC quando determinadas as 16
h em relacdo as 4 h para as plantas sob DH. Podemos observar que a atividade da PEPC foi
menor nos segmentos de caule, quando comparadas as folhas (Figura 6C, D).

Quando se quantificou a atividade desta enzima para o segmento da base do caule,
verificaram-se em alguns gendtipos (148, 222, 298 e 299) diferencas entre os tratamentos de
DH. Essas diferengas determinaram um aumento de 111, 124, 308 e 168% na atividade da

PEPC, respectivamente. Entretanto, a atividade da PEPC no apice do caule ndo diferenciou
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entre 0s genotipos, bem como entre os regimes hidricos, mesmo apresentando um aumento na

atividade das plantas sob DH.

3.4. Determinacdes bioguimicas

O acUmulo de &cidos orgénicos (malato e citrato) diferenciou entre os gendtipos e 0s
tratamentos de DH para todas as quantificacdes. Quando comparados 0s acidos organicos,
verificamos que houve um maior acimulo de citrato em relacdo ao malato as 16 h (Figura 7A,
B). Ao compararmos a coleta de 16 h e 4 h, verificou-se que houve um acréscimo em média
de 176% para as plantas controle e 270% para as plantas submetidas a DH, quando reportados

o citrato em relagdo ao malato.
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respectivamente, em J. curcas submetidas ao déficit hidrico aos 42 DAT. As colunas séo
médias de 3-4 repeticdes e as barras representam o erro padrdo da média. Letras maidsculas
indicam comparacao entre genotipos dentro de cada tratamento (controle ou DH) pelo teste de

Scott-Knott e letras minusculas comparacéo entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).

Tanto o acimulo de malato quanto de citrato aumentou as 4 h (Figura 7C, D). Houve
diferenca significativa (p<0.05) para o acimulo de malato entre os regimes hidricos apenas
para 0s genotipos 148, 222, 215 e 298. Para o0 acimulo de citrato somente o genoétipo 215 se
diferenciou dos demais, apresentando valores médios entre 59 e 73 umol H*/g MF para as
plantas controle e sob DH, respectivamente. O acimulo de citrato as 4 h nas plantas
submetidas a DH apresentou um aumento de 97% quando comparadas as plantas controle.

Observa-se uma maior variacdo da acidez do malato em relacdo ao citrato (Figura 8E, F).
Além disso, as plantas sob DH apresentaram maiores valores, mesmo em alguns genétipos
ndo sendo significativo.

Verificou-se diferenca significativa (p<0.05) para os gendétipos, bem como entre 0s
regimes hidricos para o contetdo de agucares sollveis totais (AST) e amido (Figura 8A, B).
Para os AST as plantas sob DH apresentaram um aumento em média de 62% quando
comparadas as plantas controle. Ja para o amido houve um maior conteldo nas plantas

controle de 78% em média quando comparadas as plantas sob DH.
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Figura 8: (A) Conteudo de acucares soluveis totais (AST) e (B) amido em folhas de Jatropha
curcas submetidas ao déficit hidrico aos 42 DAT. As colunas sdo médias de 4 repeticGes e as

barras representam o erro padrdo da média. Letras mailsculas indicam comparagdo entre
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genotipos dentro de cada tratamento (controle ou DH) pelo teste de Scott-Knott e letras

minusculas comparagdo entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).

3.5. Composicio isotépica de carbono (6*°C)

Houve diferencas significativas (p<0.05) entre os gendtipos, bem como entre 0s

tratamentos de DH, na composicdo isotdpica de carbono na biomassa foliar (Tabela 4).

Tabela 4: Composigdo isotdpica de carbono (§13C) em folhas de J. curcas submetidas a 42

dias de deficiéncia hidrica. VValores médios de 3 repeticGes (+ erro padréo, n = 3).

Isétopos de Carbono (6*3C -%o)

Gendtipos Controle DH
121 -31.4+2.18B2 - 34.7+1.58P
124 -34.1+2.8%2 - 36.6+0.1¢2
148 - 35.9+1.2¢2 - 37.8+0.8“2
168 - 34.7+0.2B2 - 32.9+0.7B2
222 -30.1+1.5% -27.1+0.1%a
215 - 26.7+0.1%a - 26.9+0.0%a
226 - 26.6+0.1%2 -29.1+0.6%2
298 - 26.7+0.3%a -28.240.1%a
299 - 27.540.1%2 - 26.2+0.2%a

Letras mailsculas indicam comparacdo entre gendétipos pelo teste de Scott-Knott e letras

minusculas comparacao entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).

Verificaram-se menores valores de 53C nos genotipos 124 e 148 em relagdo aos demais,
nos dois regimes hidricos. Além disso, o 121 foi o Unico a diferenciar estatisticamente entre

os regimes hidricos (Tabela 4), com diminuigao dos valores de 5'*C sob DH.

4. Anélise multivariada

Os resultados das analises do agrupamento e dispersdo grafica, considerando- se
simultaneamente os parametros de crescimento avaliados, revelaram a existéncia de
divergéncia entre 0s nove genotipos de J. curcas.

O dendrograma resultante da analise de agrupamento das variaveis utilizadas demonstrou,

que houve a formacdo de cinco grupos de genotipos: O grupo |, constituido por: 121 e 168, 0
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grupo 11, constituido por 298; e o grupo 11, formado pelo126, 148, 226 e 215, o grupo 1V pelo
222 e o grupo V pelo gendtipo 299 (Figura 9).
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Figura 9: Analise de agrupamento de nove genotipos de J. curcas submetidos a deficiéncia
hidrica no solo por 42 dias, com base na distancia euclidiana a partir da diferenca entre
plantas controle e seca para as variaveis altura, didmetro do colo, nimero de folhas, area

foliar, volume radicular, comprimento radicular, &rea total de raiz e &rea de superficie de raiz.

A variavel que mais contribuiu para a dissimilaridade genética e consequentemente para a
formacdo dos grupos foi a area total radicular (18.9%), seguida da altura (17.9%) e nimero de
folhas (17.6%) (Tabela 5). Entretanto, das oito varidveis analisadas, as que menos
contribuiram para a divergéncia genética foi a area foliar (5.0%), comprimento radicular
(5.6%) e diametro do colo (6.9%).
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Tabela 5: Contribuicéo relativa (S.j) dos caracteres para divergéncia — Singh (1981), para os

nove gendtipos de J. curcas de acordo com pardmetros de crescimento.

Variaveis S, Valor (%)
Altura 34.4 17.9
Diametro do colo 13.2 6.9
Numero de folhas 33.9 17.6
Area foliar 9.7 5.0
Volume radicular 32.1 16.7
Comprimento radicular 10.8 5.6
Area total radicular 36.3 18.9
Area de superficie radicular 21.2 11.0

Os dois componentes principais explicaram 65.54% de toda a variacdo total disponivel,

sendo 37.65% para o primeiro e 27.89% para o segundo (Figura 10).
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Figura 10: Analise de componentes principais de nove gendtipos de J. curcas submetidos a

deficiéncia hidrica no solo por 42 dias, com base nas diferencas entre plantas controle e seca

para as variaveis altura, diametro do colo, nimero de folhas, area foliar, volume radicular,

comprimento radicular, area total de raiz e area de superficie de raiz.
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A andlise de agrupamento das varidveis bioquimicas demonstra que houve a formacéo de
quatro grupos distintos (Figura 11). O primeiro grupo (I) formado por trés genotipos (121,
126 e 148); o segundo (1) por trés (168, 226 e 298); o terceiro (I11) por dois (222 e 299) e 0
quarto grupo (IV) por um (215).
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Figura 11: Anélise de agrupamento de nove genoétipos de J. curcas submetidos a deficiéncia
hidrica no solo por 42 dias, com base na distancia euclidiana a partir da diferenca entre
plantas controle e seca para as variaveis citrato, malato, discriminacdo isotopica de carbono,
amido, AST, PEPC as 4 h, PEPC as 16 h, PEPC base e PEPC apice.

A contribuicdo relativa das variaveis bioquimicas revela que o citrato (13.2%), PEPC apice
(13.1%) e PEPEC 4 h (12.9%) foram as que mais contribuiram para a formagao dos grupos.
Porém, a discriminacdo isotépica de carbono (8.2%), amido (9.1%) e PEPC base (9.8%)

foram as que menos contribuiram para a formacéao dos grupos (Tabela 6).
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Tabela 6: Contribuicéo relativa (S.j) dos caracteres para divergéncia — Singh (1981), para os
nove gendtipos de J. curcas de acordo com varidveis bioquimicas.

Variaveis S Valor (%)
Citrato 24.2 13.2
Malato 19.3 10.5
Discriminacdo Isotopica de carbono 15.0 8.2
Amido 16.7 9.1
AST 215 11.7
PEPC 4 h 23.7 12.9
PEPC 16 h 20.6 11.2
PEPC base 18.0 9.8
PEPC é&pice 23.9 13.1

Os dois componentes principais elucidaram 57.73% da variacdo total disponivel, sendo

31.26% para o primeiro e 26.47% para o segundo (Figura 12).
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Figura 12: Andlise de componentes principais de nove gendtipos de J. curcas submetidos a

deficiéncia hidrica no solo por 42 dias, com base nas diferencas entre plantas controle e seca

para as variaveis citrato, malato, discriminac&o isotdpica de carbono, amido, AST, PEPC as 4
h, PEPC as 16 h, PEPC base e PEPC apice.
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3. DISCUSSAO

Neste estudo, investigaram-se alteraces nos diversos orgaos de J. curcas com o intuito de
verificar possiveis mudancas induzidas pela DH, especialmente variacbes do metabolismo C3
para MAC, como mecanismo de tolerancia a seca.

As plantas recorrem a diversos mecanismos para evitar a desidratacdo dos seus tecidos
quando submetidas a escassez de agua. Dentre esses a reducéo da area foliar (AF). A reducao
da AF nesta pesquisa explica o aumento da AFE em alguns gendtipos (222, 215 e 299). Essa
reducdo pode ser um mecanismo a fim de diminuir a superficie transpiratoria e de manter os
tecidos necessarios a sua sobrevivéncia durante o periodo de escassez de agua. O efeito
negativo do déficit hidrico sobre area foliar tem sido relatado por diversos estudos (Diaz-
Lopez et al., 2012; Verma et al.,2012; de Santana et al., 2015). Sabe-se que o deficit hidrico
provoca efeitos negativos sobre a expansao celular e fotossintese, 0 que ocasiona uma reducdo
no crescimento das plantas (Zhu, 2001).

O didmetro do coleto foi outra variavel afetada pela DH. De Santana et al. (2015) ao
estudar plantas jovens de J. curcas por 66 dias sob deficit hidrico, verificaram reducdes na
altura e didmetro do coleto de 33.4 e 14.6% respectivamente. Ja Achten et al. (2010b)
encontraram redugdes significativas na altura e no didmetro de plantas de J. curcas
submetidas a um déficit hidrico, considerado moderado pelos autores (40% da CC) por 42
dias, em torno de 20% e 10%, respectivamente. O numero de folhas do gendtipo 215 se
diferenciou dos demais, com reducbes de 68%, quando comparadas as plantas controle.
Reduc6es significativas nas varidveis biométricas foram encontradas em outros estudos como
0s de Sapeta et al., (2013) que encontraram valores significativamente menores na altura e no
namero de folhas a partir do 7° dia da imposicao do estresse hidrico severo. Fini et al., (2013)
encontraram reducbes de aproximadamente 50% no numero de folhas para gendtipos
provenientes do Brasil e Tanzénia e de 90% para o gen6tipo do Suriname, ap6s 18 dias de
supresséo da irrigagéo.

A reducdo da disponibilidade hidrica (50% da CC) ndo alterou os valores no potencial
hidrico foliar (¥w) entre os tratamentos, com excegdo do genotipo 222 para o ¥md (Tabela
3). Plantas de caules suculentos possuem elevado teor de agua no caule, apresentando como
principal caracteristica a regulacdo do Ww, que praticamente ndo varia, em contraposi¢ao a
diminuicdo do potencial hidrico do solo (Maes et al., 2009; de Santana et al., 2015). Além

disso, estratégias para ganho de carbono pelas plantas que apresentam esse aumento do
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volume de 4gua foliar, o que associa fortemente essa varidvel ao aumento da magnitude do
MAC, através do acimulo de cidos organicos e atividade da PEPC, como pode ser verificado
em alguns estudos (Cushman e Borland, 2002; Griffiths et al., 2008; Davies e Griffiths,
2012).

A reducdo da AFE em alguns genotipos foi verificada devida a diminuicdo da expansédo
foliar ocasionada pela DH. Entretanto, pode-se inferir que o aumento da AFE acarreta a um
menor espaco interno para difusdo de CO,. A AFE serve como um indicador atil da forma
como as plantas investem carbono e nutrientes (biomassa seca) em uma determinada area da
folha interceptada pela luz (Vendramini et al., 2002). Espécies com menor AFE podem
recorrer a um custo mais alto para a interceptacdo de luz (Poorter, 2009), estratégia esta,
comum em espécies que habitam ambientes onde a seca e/ou a limitacdo de nutrientes
dificultam o crescimento.

A atividade de PEPC foi mais responsiva a DH no apice do caule em relacdo as outras
variaveis estudadas, mesmo nao apresentando diferencgas entre os gendtipos e tratamentos de
DH (Figura 8). Nesta pesquisa, houve grandes alteracbes na PEPC, uma das responsaveis pela
captura e assimilagdo do CO- atmosferico para posterior utilizagdo na sintese de carboidratos.
Verificou-se um acréscimo da atividade da PEPC em folhas ao entardecer (16 h) em relacdo
as 4 h. Diminuicdo da atividade no inicio do dia seria resultante da inibicdo do malato que
estaria sendo descarboxilado no citosol. O aumento da PEPC em folhas as 16 h em relagdo as
4 h foi de 91% quando submetidas a DH em relacdo as plantas controle. Neste caso, o
acumulo dos acidos pode ter iniciado depois da coleta (16 h) e terminado antes das 4 h. A
manutencdo da atividade da PEPC em plantas estressadas pode ser explicada pela perda da
sensibilidade desta enzima para o malato, o seu principal inibidor (Foyer et al., 1998). Ao
pesquisar plantas de J. curcas (Maes et al., 2009) sugeriram que a espécie nao apresenta um
metabolismo C3 puro, mas sim, 0 MAC no caule suculento e em folhas mudando de C3 para
MAC quando sob deficit hidrico.

O MAC pode operar de quatro modos: MAC obrigatorio, com acimulo noturno de acidos
orgénicos e fixacdo do CO: durante o dia; C3-MAC facultativo, com a fixagdo do CO>
caracteristica do metabolismo C3 (RUBISCO) sob condigdes ambientais favoraveis ou com o
comportamento MAC em condigdes ambientais desfavoraveis; “MAC-cycling”, com a fixagao
diurna do CO2 (ndo ocorre a abertura dos estdmatos durante a noite) e acimulo noturno desse
gas e de acidos organicos e, finalmente o “MAC-idling” caracterizado por um pequeno

acumulo noturno de acidos organicos e pelo fechamento dos estdmatos durante todo o ciclo
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diuturno. Nesse ultimo modo de operar o MAC, as espécies utilizam o CO2 proveniente da
respiracéo e da fotorrespiracdo, que é reciclado para a sintese de moléculas organicas e para a
manutencdo do aparato fotossintético (Cushman, 2001; Littge, 2004; Winter et al., 2008;
Herrera, 2009; Freschi et al., 2010a; Borland et al., 2011).

Nas espécies facultativas, 0 MAC pode ser induzido por fatores ambientais como a seca
(Borland e Griffiths, 1990; Herrera et al., 1991; Freschi et al., 2010a). Em nossa pesquisa,
verificou-se que em ambos os seguimentos de caule apresentaram menores atividades da
PEPC, quando relacionado com as folhas. Mesmo a PEPC maior em folhas, pode-se inferir
que J. curcas exibe o MAC indutivo, pois além do aumento desta enzima, as plantas
submetidas DH apresentaram aumento na EUADb em alguns genétipos, sinais estes de plantas
de clima &rido.

O grau de expressdao do MAC em J. curcas foi avaliada também através da analise de
mudancas na acidez titulavel (H*) na folha (Figura 9). Os valores de acimulo noturno de
acido podem diferir mais do que 100 vezes entre as espécies. Em plantas MAC facultativas,
os valores podem variar de 1000-1500 pumol H* g* MF em algumas espécies de Clusia no
inicio da estagdo seca (Borland et al., 1992) a 5 umol H* g* MF em Zamioculcas zamiifolia
(Holtum et al., 2007). Em espécies de MAC induziveis tais como M. crystallinum apresentou
em média 150 pmol H* g* MF na variacdo da acide titulavel. Além de servir como um meio
de armazenamento de CO2, os &cidos organicos acumulados a noite tém sido propostos para
ser um componente de ajuste osmotico, procurando manter o estado da agua da folha,
facilitando a absorcdo de agua ao amanhecer ou ajudando a remobilizar a dgua de folhas mais
velhas (Smith e Luttge 1985) ou do caule suculento como sugerido aqui para J. curcas. O
ajuste osmético induzido pela seca foi relatado em J. curcas como componente de mecanismo
de toleréancia a seca (Silva et al 2010b; da Silva et al., 2016).

Em nossa pesquisa, determinamos a acidez titulavel de dois principais &cidos organicos
(malato e citrato) para auxiliarmos na identificacdo de mudanga no metabolismo de J. curcas.
Verificamos valores médios de 49 e 17 umol H* g* MF na variacdo da acidez de malato e
citrato, respectivamente, em plantas sob DH. Apesar dos valores de J. curcas serem menores
em relacdo as outras espécies como Mesembryanthemum crystallinum L., Sedum e Talinum,
podemos inferir que a espécie esta situada entre 0 MAC induzivel (Davies e Griffiths, 2012) e
MAC cycling (Gravatt e Martin 1992).

O acumulo de citrato foi maior as 4 h, de tal modo, pelos motivos os quais o papel da

acumulacdo de citrato no equilibrio de carbono ou agua durante 0 MAC ainda ndo estdo bem



42

claros em algumas espécies (Luttge, 2007). O citrato ndo fornece ganho liquido de CO>, assim
como o malato, mas deve ser mais eficaz do que o malato ao aumentar a concentracgao interna
de carbono (Ci) durante o dia, porque a descarboxilagdo de 1 mol de citrato gera 3 mols de
CO. em relacdo a apenas 1 mol no caso do malato. O mecanismo fotoprotetor é conhecido
quando acrescida a Ci durante o dia em plantas MAC, como mostrado em uma espécie de
MAC facultativa Talinum triangulare sob seca (Pieters et al., 2003). Assim, a formagéo de
citrato durante a noite nao resultaria em um ganho liquido de COg, pois ele ndo ¢é produzido a
partir de uma carboxilacdo e, logo, seus precursores tém o mesmo numero de carbonos que
ele (Luttge, 2006). Entretanto, o acimulo noturno de citrato foram verificados em algumas
espécies MAC, como Kalanchoe daigremontiana, K. pinnata, M. crystallinum e a bromélia
Tillandsia pohliana (Chen et al., 2002; Freschi et al., 2010b; Gawronska e Niewiadomska,
2015). A inducdo do MAC (a quantidade de acido malico acumulado durante o dia para o
outro) tem sido relacionada com suculéncia da folha (Cushman e Borland, 2002; Griffiths et
al., 2008). Em uma espécie MAC-cycling de Euphorbiaceae (Euphorbia milii), a média na
variagdo da acidez (AH*) e suculéncia foliar foi de 18 pmol g* MF e 0.45 kg m?
respectivamente. Além disso, as mudancas na H* ndo foram relacionadas a mudancas na
suculéncia foliar, que se manteve relativamente constante durante o periodo de tratamento
seca (Herrera, 2013).

Um estudo prévio de plantas de Guzmania monostachia mostrou a modulacéo da via MAC
em resposta a alteraces na disponibilidade de agua (Freschi et al., 2010b). Niveis notaveis de
acumulacdo de H* noturna na porcédo apical e foliar intermediaria de plantas bem irrigadas
desta bromélia foram observados, sugerindo que algum nivel do CAM mesmo quando o
suprimento de agua foi abundante. De fato, o déficit hidrico induziu acréscimos de H*
exclusivamente na porcéo foliar apical, onde a maioria das atividades de enzimas relacionadas
ao MAC, como a PEPC também foram observadas.

O presente estudo mostrou maior atividade de PEPC no &pice das folhas mantidas sob a
seca durante o periodo das 16 h. Curiosamente, Yuan et al. (2012) também mostraram que a
proteina PEPC e a abundancia de transcritos aumentaram durante o periodo escuro em
Camélia oleifera (Theaceae). Como foi observado para G. monostachia em folhas separadas,
um aumento na atividade de PEPC durante o periodo escuro. Assim, é provavel que a
transcricado, traducdo e pos-traducdo da PEPC mostrem variagdes durante um ciclo diurno.

Apesar do aumento significativo de acidez em plantas sob DH, a magnitude da expressao

do MAC em J. curcas pode ser considerado baixo. Esses resultados, associados ao
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crescimento, sugere que a indugdo ao MAC em J. curcas € mais importante para a
conservacao da agua do que para a aquisicdo de carbono, tal como demonstrado para outra
Euphorbiaceae (Herrera, 2013). Entretanto, os baixos niveis de MAC detectados em J. curcas
por Winter e Holtum (2015), foram relacionados a manutencdo do balanco de carbono. A
imposicdo de déficit hidrico induziu alteracfes metabdlicas em folhas de J. curcas, como
indicado pela acidificagdo do extrato foliar, tanto as 4 h como 16 h, juntamente como o
aumento da PEPC. Além disso, valores elevados de H* encontrado em plantas controle
sugerem que algum nivel de MAC pode ocorrer mesmo sob irrigacdo constante.

No que diz respeito ao contetdo de AST em folhas, verificou-se 0 aumento em todas as
plantas sob DH, devido a uma hidrélise do amido sob a indugdo ao estresse, restringindo
assim, na translocacdo de sacarose a partir de folhas e menor uso de assimilados para o
crescimento da mesma (McCormick et al., 2009). Notavelmente, a seca levou a diminui¢édo no
teor de amido, e essa resposta € comum entre algumas espécies sujeitas ao deficit hidrico
(Cruz et al., 2008; Pereira et al., 2012). Segundo Kramer e Boyer (1995), vérias espécies
guando sdo submetidas a seca apresentam reducdo na concentracdo de amido para formar
acucares soluveis, ou seja, a diminui¢cdo na concentracdo de amido é acompanhada pelo
aumento da concentracdo de carboidratos. Pode-se inferir que o maior conteido de acucares
nas plantas controle contribuiu para a protecdo contra a desidrata¢do dos tecidos, funcionando
como estabilizador de membrana celular e auxiliando na manutencéo do turgor (Silva et al.,
2009b)

A fim de demonstrar o funcionamento do MAC, outras determinacdes sdo realizadas para
identificar o metabolismo em plantas, dentre elas temos as trocas gasosas, acidez titulavel,
atividade da PEPC e a discriminagdo isotopica de carbono (8*3C). A quantificacio da 5!°C foi
realizada em folhas, apresentando diferencas significativas (p<0.05) entre genotipos, bem
como entre os tratamentos de DH (Tabela 3). De acordo com essa variavel, as evidéncias de
MAC em J. curcas foram relativamente baixas, com variagdo entre os genotipos para a 8*°C.
Como verificado, a variacdo de acidez foi atribuida principalmente por malato e citrato. Em
uma pesquisa com 23 espécies de MAC facultativas (Herrera, 2009), a média, maxima e
minima de §'C foram -23,9, -14,0 e -30,0 %o, respectivamente, indicando que a variabilidade
nos valores de 53C pode levar os investigadores a classificar uma espécie como um C3, MAC
facultativo ou constitutivo. Ao pesquisar varias espécies de bromélias, Winter et al. (2015) as
classificaram de acordo com &'C, sendo assim, nossos dados revelam que houve uma

variacdo na determinagdo da 8*3C. Os valores variaram entre -26.2 e -37.8%o para as plantas
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de J. curcas submetidas a DH. De acordo com Winter et al. (2015), J. curcas se encontra em
dois grupos, apresentando um metabolismo levemente C3-MAC para alguns genotipos e C3
puramente para os demais, onde o C3 continua sendo o principal mecanismo de ganho de
carbono da espécie (Tabela 3). Além disso, esses autores revelaram através de uma
distribuicdo de frequéncia bimodal, que o ponte de corte para a transicdo C3-MAC seria em -
20%o, com valores maiores indicando MAC e valores menores o metabolismo C3. J. curcas é
um arbusto perene amplamente introduzido e cultivado em regides areas aridas tropicais e
subtropicais, onde sdo esperadas mudancas ambientais constantes e rapidas (Diaz-Lopez et
al., 2012). Assim, um mecanismo mais versatil e eficaz das alteracbes C3-MAC-C3 parece ser
mais adequado (Mattos e Littge 2001).

Os valores de distancia genética variaram de 0.2 e 0.22, para 0s parametros de crescimento
(Figura 10) e de 0.6 e 1.8 para os parametros bioguimicos (Figura 12), sugerindo uma base
genética ampla. Observa-se que os parametros de crescimento que mais contribuiram foram a
area total radicular, altura e numero de folhas (Tabela 5). Além disso, para os pardmetros
bioquimicos o citrato, a PEPC &pice e PEPC 4 h, foram as que se destacaram (Tabela 6).
Laviola et al. (2011) constataram que 0s parametros diametro do caule e altura da planta
contribuiram com 12 e 11%, respectivamente, para a diversidade genética em gendtipos de
Jatropha curcas. Entretanto, Shen et al. (2010) estudando 38 genOtipos provenientes de
diferentes regies da China e Indonesia, também observaram que estes estdo misturados entre
0s grupos do dendrograma gerado pelo método UPGMA, mesmo método que utilizamos em
nossa pesquisa.

A anélise de componentes principais é uma técnica utilizada para verificar quais dos
caracteres avaliados mais contribuiram para a variabilidade genética dos gendtipos estudados.
Em nosso estudo, os valores foram de 65.54 e 57.73%, para 0s dois primeiros componentes
principais dos parametros de crescimento e bioquimico, respectivamente. Entretanto, Cruz et
al. (2004), relata que o ideal é a utilizacdo dos primeiros componentes principais que
envolvem pelo menos 80% da variacao total. Além disso, ha estudos mostrando que a analise
tem se mostrado eficaz na avaliacdo da diversidade genética, mesmo quando esse limite ndo €

atingido.
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4, CONCLUSOES

Embora respostas semelhantes ao déficit hidrico, os genotipos 121, 148, 168 e 299 podem
ser considerados mais tolerantes a seca em relacdo aos demais, principalmente por causa de
maiores acumulos de acidos organicos, maiores atividades da PEPC, maior conteido de AST
e maior crescimento de raiz.

J. curcas desenvolveu mecanismos de defesa ao deficit hidrico, conforme pode ser visto
pela auséncia do efeito da seca no potencial hidrico foliar e de mudancas metabdlicas em
baixos niveis de C3 para MAC, explicando assim, a manutencdo da EUAb sob deficiéncia
hidrica.

5. REFERENCIAS

Achten, W.M.J., Maes, W.H., Reubens, B., Mathijs, E., Singh, V.P., Verchot, L., Muys, B.
(2010b). Biomass production and allocation in Jatropha curcas L. seedlings under different

levels of drought stress. Biomass & Bioenergy 34 (5): 667-76.

Aragon, C., Carvalho, L., Gonzélez, J., Escalona, M., Amancio, S. (2012). The physiology of
ex vitro pineapple (Ananas comosus L. Merr. var MD-2) as CAM or C3 is regulated by the
environmental conditions. Plant Cell Report 31: 757-769.

Berchmans, H.J., Hirata, S. (2008). Biodiesel production from crude Jatropha curcas L. seed
oil with a high content of free fatty acids. Bioresource Technology 99: 1716-1721.

Borland, A.M., Zambrano, V.A.B., Ceusters, J., Shorrock, K. (2011). The photosynthetic
plasticity of crassulacean acid metabolism: an evolutionary innovation for sustainable

productivity in a changing world. New Phytologist 191: 619-633.

Borland, A., Dodd, A. (2002). Carbohydrate partitioning in crassulacean acid metabolism

plants: reconciling potential conflicts of interest. Jounral Experimental Botany 29: 707-716.

Borland, A.M., Griffiths, H., Maxwell, C., Broadmeadow, M.S.J., Griffiths, N.M., Barnes,
J.D. (1992). On the ecophysiology of the Clusiaceae in Trinidad: expression of CAM in



46

Clusia minor L. during the transition from wet to dry season and characterization of three
endemic species. New Phytologist 122: 349-357.

Borland, A.M., Griffiths, H. (1990). The regulation of CAM and respiratory recycling by
water supply and light regime in the C3-CAM intermediate Sedum telephium. Functional
Ecology 4: 33-39.

Bradford, M. (1976). Rapid and quantitative method for quantitation of microgram quantities

of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Annals Biochemistry 72: 284-252.

Castro, E.M., Pereira, F.J., Paiva, R. (2009). Histologia Vegetal: Estrutura e Funcdo de
Orgaos Vegetativos. Lavras: UFLA, 234 p.

Chen, L.S., Lin, Q., Nose, A. (2002). A comparative study on diurnal changes in metabolite
levels in the leaves of three crassulacean acid metabolism (CAM) species, Ananas comosus,

Kalanchoe daigremontiana and K. pinnata. Journal Experimental Botany 53: 341-350

Clegg, K.M. (1956). The application of the anthrone reagente to the estimation of starch in
cereals. Journal of the Science of Food and Agriculture 3: 40-44.

Cruz, M.C.M,, Siqueira, D.L., Saloméo, L.C.C., Cecon, P.R., Santos, D. (2008). Teores de
carboidratos em tangerineira ‘ponkan’ e Limeira 4acida ‘tahiti’ submetidas ao estresse hidrico.

Revista Ceres 55 (4): 305-3009.

Cruz, C.D., Carneiro, P.C.S. Modelos biométricos aplicados ao melhoramento genético.
Vigosa: UFV, v.2, p. 585, 2003.

Cushman, J.C., Borland, A.M. (2002). Induction of Crassulacean acid metabolism by water
limitation. Plant, Cell and Environment 25: 295-310.

Cushman, J.C. (2001). Crassulacean acid metabolism. A plastic photosynthetic adaptation to
arid environments. Plant Physiology 127: 1439-1448.



47

Davies, B.N., Griffiths, H. (2012). Competing carboxylases: circadian and metabolic
regulation of Rubisco in C3 and CAM Mesembryanthemum crystallinum L. Plant, Cell and
Environment 35: 1211-1220.

Degl’innocenti, E., Guidi, L., Soldatini, G.F. (2002). Effect of chronic O3 fumigation on the

activity of some Calvin cycle enzymes in two poplar clones. Photosynthetica 40: 121-126.

de Santana, T.A., Oliveira, P.S., Silva, L.D., Laviola, B.G., Almeida, A-A.F., Gomes, F.P.
2015. Water use efficiency and consumption in different Brazilian genotypes of Jatropha
curcas L. subjected to soil water deficit. Biomass & Bioenergy 75: 119-125.

Diaz-Lopez, L., Gimeno, V., Simon, l., Martinez, V., Rodriguez-Ortega, W.M., Garcia-
Sanchez, F. (2012). Jatropha curcas seedlings show a water conservation strategy under
drought conditions based on decreasing leaf growth and stomatal conductance. Agricultural
Water Management 105: 48-56.

Dodd, A.N., Borland, A.M., Haslam, R.P., Griffiths, H., Maxwell, K. (2002). Crassulacean

acid metabolism: plastic, fantastic. Journal of Experimental Botany 53: 569-580.

Fini, A., Bellasio, C., Pollastri, S., Tattini, M., Ferrini, F. (2013). Water relations, growth, and
leaf gas exchange as affected by water stress in Jatropha curcas. Journal of Arid
Environments 89: 21-29.

Foyer, C.H., Valadier, M.H., Migge, A., Becker, T.W. (1998). Drought-induced effects on
nitrate reductase activity and mRNA and on the coordination of nitrogen and carbon

metabolism in maize leaves. Plant Physiology 117: 283-292.

Freschi, L., Rodrigues, M.A., Silva Domingues, D., Purgatto, E., Van Sluys, M.-A.,
Magalhaes, J.R., Kaiser, W.M., Mercier, H. (2010a). Nitric oxide mediates the hormonal
control of Crassulacean acid metabolism expression in young pineapple plants. Plant
Physiology 152: 1971-1985.



48

Freschi, L., Takahashi, C.A., Cambui, C.A., Semprebom, T.R., Cruz, A.B., Mioto, P.T.,
Versieux, L.M., Calvente, A., Latansio-Aidar, S.R., Aidar, M.P.M., Mercier, H. (2010b).
Specific leaf areas of the tank bromeliad Guzmania monostachia perform distinct functions in

response to water shortage. Journal of Plant Physiology 167: 526-533.

Gawronska, K., Niewiadomska, E. (2015). Participation of citric acid and isocitric acid in the
diurnal cycle of carboxylation and decarboxylation in the common ice plant. Acta Physiology
Plant 37: 60-68.

Gravatt, D.A., Martin, C.E. (1992) Comparative ecophysiology of five species of Sedum

(Crassulaceae) under well-watered and drought-stressed conditions. Oecologia 92: 532-541.

Griffiths, H., Robe, W.E., Girnus, J., Maxwell, K. (2008). Leaf succulence determines the
interplay between carboxylase systems and light use during crassulacean acid metabolism

species. Journal of Experimental Botany 59: 1851-1861.

Griffiths H. (1992). Carbon isotope discrimination and the integration of carbon assimilation
pathways in terrestrial CAM plants. Plant, Cell & Environment 15: 1051-1062.

Herrera, A. (2013). Crassulacean acid metabolism-cycling in Euphorbia milii. AoB PLANTS
5:1-9.

Herrera A. (2009). Crassulacean acid metabolism and fitness under water deficit stress: if not
for carbon gain, what is facultative CAM good for? Annals of Botany 103: 645-653.

Herrera, A., Delgado, J., Paraguatey, I. (1991). Occurrence of facultative crassulacean acid
metabolism in leaves of Talinum triangulare (Portulacaceae). Journal of Experimental
Botany 42: 493-499.

Holtum, J.A.M., Winter, K., Weeks, M.A., Sexton, T.R. (2007). Crassulacean acid
metabolism in the ZZ plant, Zamioculcas zamiifolia (Araceae). American Journal of Botany
94: 1670-1676.



49

Jongschaap, R.E.E., Corré, W.J., Bindraban, P.S., Brandenburg, W.A. (2007). Claims and
facts on Jatropha curcas L.: Global Jatropha curcas evaluation, breeding and propagation

programme. Plant Research International 158.

Kai, C., Ming, G. (2011). Changes of water status and different responses of osmoregulants in
Jatropha curcas L. seedlings to air drought stress. Agricultural Science & Technology 12:
343-346.

Kramer, P.J., Boyer, J.S. (1995). Water relations of plants and soils. San Diego: Academic.

Laviola, B.G., Bhering, L.L., Mendonca, S., Rosado, T.B., Albrecht, J.C. (2011).
Caracterizacdo morfo-agrondmica do banco de germoplasma de pinhao manso na fase jovem.
Bioscience Journal 27: 371-379.

Lopez-Bucio, J., Cruz-Ramirez, A., Herrera-Estrella, L. (2003). The role of nutrient

availability in regulating root architecture. Current Opinion in Plant Biology 6: 280-287.

Lattge, U. (2004). Ecophysiology of crassulacean acid metabolism (CAM). Annals of
Botany 93: 629-652.

Littge, U. (2006). Photosynthetic flexibility and ecophysiological plasticity: questions and
lessons from Clusia, the only CAM tree, in the neotropics. New Phytologist 171: 7-25.

Littge, U. (2007). Clusia. A woody neotropical genus of remarkable plasticity and
diversity. Berlin: Springer, 167-1609.

Macedo, A.F., Costa, M.V.L., Tavares, E.S., Lage, C.L.S., Esquibel, M.A. (2011). The effect
of light quality on leaf production and development of in vitro-cultured plants of
Alternanthera brasiliana Kuntze. Environmental and Experimental Botany 70: 43-50.

Maes, W.H., Achten, W.M.J., Reubens, B., Raes, D., Samson, R., Muys, B. (2009). Plant—
water relationships and growth strategies of Jatropha curcas L. seedlings under different
levels of drought stress. Journal of Arid Environments 73: 877-884.



50

Mantovani, A. (1999). A method to improve leaf succulence quantification. Brazilian
Archives of Biology and Technology 42: 9-14.

Mattos, E.A., Littge, U. (2001). Chlorophyll fluorescence and organic acid oscillations during
transition from CAM to C3-photosynthesis in Clusia minor L. (Clusiaceae). Annals of
Botany 88: 457-463.

McCormick, A.J., Watt, D.A., Cramer, M.D. (2009). Supply and demand: sink regulation of
sugar accumulation in sugarcane. Journal Experimental Botany 60: 357-364.

McCready, R.M., Guggolz, J., Silveira, V., Owens, H.S. (1950). Determination of starch
and amylose in vegetables. Application to peas. Analytical Chemistry 22: 1156-1158.

Medrano, H., Flexas, J., Ribas-Carbo, M., Gulias, J., (2010). Measuring water use efficiency
in grapevines. In: Delrot, S., Medrano, H., Or, E., Bavaresco, L., Grando, S. Methodologies

and Results in Grapevine Research. Springer, London, 124-156.

Melo, G.M., Cunha, P.C., Pereira, J.A.F., Willadino, L. Ulisses, C.(2011). Alteracdes
anatdmicas em folhas e raizes de Jatropha curcas L. cultivadas sob estresse salino. Revista
Ciéncia Agronémica 42(3): 670-674.

Nobel, P.S. (1988). Environmental biology of agaves and cacti. Cambridge: Cambridge
University Press.

Pandey, V.C., Singh, K., Singh, J.S., Kumar, A., Singh, B., Singh, R.P. (2012). Jatropha
curcas: A potential biofuel plant for sustainable environmental development. Renewable and
Sustainable Energy Reviews 16: 2870-2883.

Pereira, W.P., Melo Filho, P.A., Albuquerque, M.B., Nogueira, R.J.M.C., Santos, R.C.
(2012). Mudancgas bioquimicas em genoétipos de amendoim submetidos a déficit hidrico
moderado. Revista Ciéncia Agronémica 43: 766-773.



51

Pieters, A.J., Tezara, W., Herrera, A. (2003). Operation of the xanthophyll cycle and
degradation of D1 protein in the facultative CAM plant, Talinum triangulare, under water
deficit. Annals of Botany 92: 393-399.

Pompelli, M.F., Antunes, W.C., Ferreira, D.T.R.G., Cavalcante, P.P.G.S., Wanderley-Filho,
H.C.L., Endres, L. (2012). Allometric models for non-destructive leaf area estimation of the

Jatropha curcas L. Biomass & Bioenerg 36: 77-85.

Poorter, H.N.U., Poorter, L., Wright, 1.J., Villar, R. (2009). Causes and consequences of
variation in leaf mass per area (LMA): a meta-analysis. New Phytologist 182: 565-588.

Ramiro, D.A., Guerreiro-Filho, O., Voltan, R.B.Q., Matthiesen, S.C. (2004). Anatomical
characterization of leaves from coffee plants resistant and susceptible to leaf miner.
Bragantia 63(3): 363-367.

Sapeta, H., Costa, J.M., Louren, T., Maroco, J., van der Linde, P., Oliveira, M.M. (2013)
Drought stress response in Jatropha curcas: Growth and physiology. Environmental and
Experimental Botany 85: 76-84.

Scholander, P.F., Hammer, H.T., Bradstreet, E.D., Haningsen, E.A. (1956). Sap pressure in
vascular plants. Science 148: 339-346.

Shen, J., Jia, X., Ni, H., Sun, P., Niu, S., Chen, X. (2010). AFLP analysis of genetic diversity

of Jatropha curcas grown in Hainan. Trees 24: 455-462.

Silva, E.N., Silveira, J.A.G, Ribeiro, R.V., Vieira, S.A. (2015a). Photoprotective function of
energy dissipation by thermal processes and photorespiratory mechanisms in Jatropha curcas
plants during different intensities of drought and after recovery. Environmental and
Experimental Botany 110: 36-45.

Smith, J.A.C., Littge, U. (1985). Day—night changes in leaf water relations associated with
the rhythm of crassulacean acid metabolism in Kalanchoé diagremontiana. Planta 163: 272-
282



52

Strasser, B., Sanchez-Lamas, M., Yanovsky, M.J., Casal, J.J., Cerdan, P.D. (2010).
Arabidopsis thaliana life without phytochromes. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 107: 4776-4781.

Tominaga, J., Inafuku, S., Coetzee, T., Kawamitsu, Y. (2014). Diurnal regulation of
photosynthesis in Jatropha curcas under drought during summer in a semi-arid region.
Biomass & Bioenergy 67: 279-287.

Van Eijck J, Romijn H, Balkema A, Faaij A (2014) Global experience with Jatropha
cultivation for bioenergy: an assessment of socioeconomic and environmental aspects.
Renewable & Sustainable Energy Reviews 32: 869-889.

Vendramini, F., Diaz, S., Gurvich, D.E., Wilson, P.J., Thompson, K., Hodgson, J.G. (2002).
Leaf traits as indicators of resource-use strategy in floras with succulent species. New
Phytologist 154: 147-157.

Yuan, M., Xu, F., Wang, A.D., Zhang, D.W., Zhang, ZW., Cao, Y., Xu, X.C., Luo, M.H.,
Yuan, S. (2012). A single leaf of Cammelia oleifera has two types of carbon assimilation
pathway, C3 and crassulacean acid metabolism. Tree Physiology 32: 188-199.

Walter, A., Christ, M.M., Rascher, U., Schurr, U., Osmond, B. (2008). Diel leaf growth cycles
in Clusia spp. are related to changes between C3 photosynthesis and crassulacean acid
metabolism during development and during water stress. Plant, Cell and Environment 31:
484-491.

Winter, K., Holtum, JA.M., Smith, J.A.C. (2015). Crassulacean acid metabolism: a
continuous or discrete trait? New Phytologist 208: 73-78.

Winter, K., Garcia, M., Holtum, J.A.M. (2008). On the nature of facultative and constitutive
CAM: environmental and developmental control of CAM expression during early growth of
Clusia, Kalanchoé and Opuntia. Journal of Experimental Botany 59: 1829-1840.



53

Zhu, J.K. (2001). Cell signaling under salt, water and cold stresses. Current Opinion in

Plant Biology 4:404-406.



54

CAPITULO 2

DIVERGENCIAS FISIOLOGICAS E MECANISMOS DE DEFESA CONTRA O
ESTRESSE OXIDATIVO EM GENOTIPOS DE Jatropha curcas L. INFLUENCIADOS
PELA DEFICIENCIA HIDRICA

EXTRATO

Jatropha curcas L. pertencente a familia Euphorbiaceae, € uma planta perene e encontra-se
em processo de domesticacdo. Parte do interesse pelo cultivo dessa espécie esté relacionada
ao uso de sua semente que apresenta teor de Gleo entre 17.5 e 41.6%. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar o efeito de déficit hidrico sobre caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas e
anatdmicas em genotipos de J. curcas, a fim de gerar informacdes sobre os mecanismos
envolvidos na tolerancia das plantas ao déficit hidrico. Aos 20 dias ap0s a semeadura, plantas
de nove genotipos (CNPAE-121, 124, 148, 168, 222, 215, 226, 298 e 299) foram submetidas,
durante 42 dias, a dois regimes hidricos medidos em percentagem da capacidade de campo
(CC): plantas controle (100% da CC) e plantas submetidas a deficiéncia hidrica (50% da CC).
O potencial hidrico foliar de antemanha (¥w) nédo sofreu influéncia significativa (p<0.05) dos
genotipos nem dos tratamentos. Observou-se diferencas significativas entre os gendtipos, bem
como entre os tratamentos de DH para o potencial osmético (Ws). Os genotipos 222 e 215 se
destacaram em relacéo aos demais, apresentando assim, uma amplitude de -0.53 e -0.73 MPa,
respectivamente. Diferencas significativas foram encontradas para o conteido de prolina entre
0s genotipos e tratamentos de DH. As plantas submetidas a DH apresentaram um aumento de
56% quando comparadas as plantas controle para o conteddo de prolina. Aos 42 dias apds
tratamento (DAT) houve diferenca significativa nas trocas gasosas foliares, tanto os genotipos
quanto os tratamentos de DH. Aos 42 DAT foram observadas redugdes nos valores da taxa
fotossintética (Pn), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratdria (E) e relacdo Ci/Ca de 62,
112, 78 e 23% respectivamente, em relacdo as plantas controle. Ndo houve diferenca
significativa (p<0.05) entre os tratamentos de DH para o teor de clorofila a (Chl a), com
excecdo do gendtipo 121, onde as plantas de DH apresentaram um aumento (24%) em relacéo
as plantas controle. As enzimas antioxidantes dismutase do superéxido (SOD), peroxidase do
guaiacol (GPX) e catalase (CAT) apresentaram diferencas significativas (p<0.05) para 0s
gendtipos e tratamentos de DH. A andlise multivariada revelou que dentre as variaveis
fisiologicas, a gs e das variareis de biomassa, a massa seca foliar (MSF) foram as que mais
contribuiram na classificagdo dos genotipos candidatos a tolerancia a seca. Nesta pesquisa, 0S
gendtipos apresentaram uma estratégia de conservacdo de agua em seus tecidos, apresentando
aumento na atividade de enzimas antioxidantes quando submetidos ao déficit hidrico.

Palavras chave: enzimas antioxidantes, estresse abiotico, Euphorbiaceae trocas gasosas
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DIFFERENCES PHYSIOLOGICAL AND DEFENSE MECHANISMS AGAINST
OXIDATIVE STRESS IN Jatropha curcas L. GENOTYPES INFLUENCED BY
WATER STRESS

ABSTRACT

Jatropha curcas L. belonging to the Euphorbiaceae family, is a perennial plant and is in the
process of domestication. Part of the interest in the cultivation of this species is related to the
use of his seed for oil content of between 17.5 and 41.6%. The aim of this study was to
evaluate the effect of moderate water deficit on physiological and biochemical features in J.
curcas genotypes, in order to generate information on the mechanisms involved in plant
tolerance to drought. At 20 days after sowing, plants of nine genotypes (121, 124, 148, 168,
222, 215, 226, 298 and 299) were submitted for 42 days, the two water systems measured in
percentage of field capacity (FC): control plants (100% FC) and plants subjected to water
stress (50% FC). The leaf water potential predawn (Wam) was not affected (p<0.05) of
genotypes or treatments. There were statistically significant differences between genotypes
and between the WS treatments for osmotic potential (¥s). Genotypes 222 and 215 stood out
in relation to the other, thus presenting a range of -0.53 and -0.73 MPa, respectively.
Significant differences were found for proline content between genotypes and WS treatments.
Plants submitted to DH increased by 56% when compared to control plants for proline
content. At 42 days after treatment (DAT) was no significant difference in leaf gas exchange,
both genotypes as the WS treatments. At 42 DAT were observed reductions in the values of
photosynthetic rate (Pn), stomatal conductance (gs), transpiration rate (E) and ratio Ci/Ca of
62, 112, 78 and 23% respectively, compared to control plants. There was no significant
difference (p<0.05) between the WS treatments for the content of chlorophyll a (Chl a), with
the exception of genotype 121, where the WS plants showed an increase (24%) than the
control plants. The antioxidants enzyme superoxide dismutase (SOD), guaiacol peroxidase
(GPX) and catalase (CAT) showed significant differences (p<0.05) for genotypes and WS
treatments. Multivariate analysis revealed that among the physiological variables, gs and
biomass variables, leaf dry weight (LDW) have contributed the most in the ranking of
candidates genotypes tolerance to drought. In this study, the genotypes showed a water
conservation strategy in their tissues, an increase in the activity of antioxidant enzymes when
subjected to water deficit.

Keywords: Euphorbiaceae, antioxidant enzymes, abiotic stress, gas exchange
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1. INTRODUCAO

A espécie Jatropha curcas L., também conhecida vulgarmente como pinhdo manso, é uma
pequena arvore encontrada na regido tropical é amplamente distribuido em regides cultivadas
na América Latina, Africa, india e Sudeste Asiatico. Devido aos seus produtos e subprodutos
de usos multiplos, J. curcas tem sido relatada como fonte alternativa de energia sustentavel e
de sua cadeia produtiva muito diversificada (Pandey et al., 2012; Contran et al., 2013).

O teor de 6leo nas sementes de J. curcas apresenta uma amplitude de 38.3%, que pode ser
facilmente extraido e utilizado tanto para a producdo de biodiesel como fonte para
iluminacdo, medicina, bio-pesticida e para producdo de sabdo. Além disso, a torta de
sementes, o0 sobreproduto da extracdo de 6leo, pode ser utilizada como fertilizante organico,
6leo combustivel, ou para a producdo de biogas (Pandey et al., 2012; Contran et al., 2013).
Além disso, J. curcas € perene, apresenta caule suculento e evita a seca sob condicdes aridas e
semiaridas, que oferece as vantagens de ndo competir diretamente contra as culturas
alimentares, bem como, para mitigar a degradacdo do solo e recuperar terras marginais ou
terras agricolas abandonadas (Kumar e Sharma, 2008; Pandey et al., 2012).

Estudos apontam J. curcas como tolerante a seca por desenvolver estratégias morfoldgicas
e fisioldgicas de resisténcia ou tolerancia a solos com baixo teor de agua disponivel. Dentre
estas estratégias encontram-se ajustamento osmotico (Silva et al., 2010b), aumento da
suculéncia caulinar (Maes et al., 2009), e redistribuicdo de fotoassimilados, (Diaz-Lépez et
al., 2012). O comportamento conservador de agua através de uma regulacdo eficiente dos
estdbmatos, como indicado por medicdes do teor relativo de 4gua da folha (TRA) e o potencial
hidrico foliar (¥w), tem sido comumente observada em plantas jovens e adultas de J. curcas
(Diaz-Lopez et al., 2012; Fini et al., 2013; Santos et al., 2013; Sapeta et al., 2013; de Santana
etal., 2015).

O mecanismo de ajuste osmdtico em plantas tem sido considerado como uma estratégia
importante fisiologica associada com tolerdncia a seca (Hessine et al., 2009). Isso leva a
aumento da captacdo de agua e ao aumento do crescimento celular das plantas durante
estresse hidrico associado com a abertura parcial dos estdmatos permitindo assimilacdo de
CO2 de baixo potencial de agua (Alves e Setter, 2004). De acordo com Silva et al., (2010b),
um mecanismo eficiente de ajuste osmotico foi demonstrado em J. curcas em resposta ao

stress de seca, que envolveu osmolitos organicos e inorganicos.
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O controle estomético é comum as espécies de Euphorbiaceae, a fim de evitar a perda de
agua (El-Sharkawy, 2007), embora tal comportamento leva a uma reducdo de CO2, 0 que por
sua vez altera a cadeia de transporte de elétrons (Chaves et al., 2009), que conduz a estresse
oxidativo que pode causar a lesdo das membranas devido a espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Pompelli et al., 2010a). No entanto, a superproducéo de ROS nas células das plantas
sob estresse pode danificar os componentes celulares, incluindo DNA, proteinas e membranas
lipidicas (Mittler, 2002). Alguns gendtipos desenvolveram mecanismos de defesa, tais como
aqueles baseados na acdo das enzimas antioxidantes, dentre elas a dismutase do superoxido
(SOD, EC 1.15.1.1), peroxidase (POD, EC1.11.1.1) e catalase (CAT, EC 1.11.1.6) (Pompelli
et al., 2010a; da Silva et al., 2016).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as respostas de genotipos de J. curcas a
deficiéncia hidrica em termos de alteracbes dos processos fisiologicos e biogquimicos
relacionados ao metabolismo fotossintético. Testou-se as hipdteses é que (1) J. curcas
apresenta eficiente mecanismo de combate ao estresse oxidativo em condigdes de déficit
hidrico, que contribui para a prote¢do do maquinario fotossintético e (2) as repostas ao déficit
hidrico em termos de estresse oxidativo sdo variaveis entre os diferentes genotipos e guardam

relagdo com o local de origem.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condicdes de crescimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no campus da Universidade Estadual
de Santa Cruz (UESC), localizada em Ilhéus, BA (14°47'00" S, 39°02'00" W), realizado
entres 0s meses de setembro e novembro de 2014. Os valores médios de temperatura do ar
(T), de umidade relativa média do ar (UR) e da radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR)
foram de 26 °C, 75% e 12.1 mol fotons m2dial, respectivamente.

Sementes de J. curcas, oriundas do banco de germoplasma da Embrapa Agroenergia —
Distrito Federal, foram colocadas para germinar em vasos, contendo 12 dm? de um latossolo
amarelo distréfico. Apos 20 dias da germinagéo realizou-se o desbaste, deixando apenas uma
planta por vaso. Imediatamente os vasos foram cobertos com papel aluminio para evitar a
evaporacdo e o aquecimento do solo, iniciando assim, o tratamento de deficiéncia hidrica,

sendo mantido por um periodo de 42 dias.
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Os tratamentos consistiram em dois regimes hidricos medidos em percentagem de
capacidade de campo (CC): plantas controle (100% da CC) e plantas submetidas a deficiéncia
hidrica (50% da CC) e nove gendtipos de distintas regides do Brasil (Tabela 1). As plantas
controle foram mantidas, todo o periodo experimental, irrigadas proximo a capacidade de
campo (potencial matrico do substrato variando de -33.1 a -15.2 kPa, as demais plantas foram
mantidas sob deficiéncia hidrica, com faixa entre -207.0 e -89.9 kPa. A umidade no solo das
plantas controle e de déficit hidrico (DH) foi determinada por meio do método gravimétrico e

0 potencial matrico estimado utilizando uma curva de retencdo de agua.

Tabela 1: Identificacdo e origem dos gendtipos pertencentes ao Banco de Germoplasma —

Embrapa Agroenergia.

Genotipos Origem
121 Bom Jesus-RJ
124 Maranhdo-MA
148 Candeias-BA
168 Minas Gerais-MG
222 Parana-PR
215 Séo Francisco do Gloria-MG
226 Agua de Santa Barbara-SP
298 Sidrolandia-MS
299 Rio Grande do Sul-RS

2.1. RELACOES HIDRICAS

2.1.1. Potencial hidrico foliar

Avaliou-se o potencial hidrico foliar (¥pd) antes do amanhecer (4:00 h), e ao meio dia
(¥md). Utilizou-se uma camara de pressdo PMS1000 (PMS Instrument Company, EUA),
segundo a metodologia de Scholander et al. (1965).

2.1.2 Teor relativo de agua

As medicoes do teor relativo de 4gua (TRA) foram realizadas entre 6 e 7 h. Para tanto,

foram retirados 5 discos em folhas maduras e imediatamente pesados para a obtencdo da

massa fresca (Mf), depois colocados para hidratar no escuro por 12 h, sendo pesados
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novamente, obtendo a massa tdrgida (Mt). Posteriormente, foram colocadas em estufa de
ventilacdo forcada de ar a 75 °C por 48 h para obter a massa seca (Ms). A partir dessas
variaveis, calculou-se o0 TRA com base na equacdo: [TRA = ((Mf-Ms) / (Mt-Ms)) x 100].

2.1.3 Potencial osmoético

Para a determinacdo do potencial osmético (Ws) foram coletados cinco discos foliares (5
mm de diametro) do terco médio da parte aérea da planta. Foi utilizado o psicrometro de
termopar (Cémara C-52, Wescor), conectados a um microvoltimetro de ponto de orvalho
(Psy-PRO, Wescor, Logan, USA) (Figura 1). Os discos foliares foram congelados em
nitrogénio liquido, e apos descongelamento e estabilizacdo da temperatura foram colocados
na camara para a obtencao das leituras do Ws. Os valores de Ws foram corrigidos pelo método
de Wilson et al. (1979) e o ajustamento osmdtico pela diferenca no Ws entre plantas com e

sem estresse.

Figura 1: Psicrdbmetro (camara C-52, Wescor) conectado ao microvoltimetro (Psy-PRO,

Wescor, Logan, USA) utilizado para determinar o \V's. Fonte: Arquivo pessoal.

2.2. DETERMINACOES BIOQUIMICAS
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Ao final do experimento (42 DAT), folhas retiradas do terceiro par de folhas
completamente expandida e madura foram colocadas para secar em estufa de ventilagéo
forcada de ar (65°C = 5°). Logo em seguida, foram maceradas e armazenadas para as

posteriores quantificacoes.

2.2.1. Teor de prolina

Foram analisados, nos tecidos foliares, os teores de prolina pelo método da ninhidrina
acida (Bates et al., 1973). Aproximadamente 50 mg de tecido foliar previamente macerados
em nitrogénio liquido foram homogeneizados em 6 mL de acido sulfossalicilico 3 % (p/v).
Apbs centrifugacdo (8.000 g) por 10 min, coletou-se 2 mL do extrato, nos quais se adicionou
mais 2 mL de solucdo &cida de ninhidrina (1.25 g de ninhidrina, 30 mL de acido aceético
glacial, 20 mL de &cido fosférico 6 M) e 2 mL de &cido acético glacial. As amostras foram
incubadas a 100 °C por 1 h e em seguida colocadas em gelo para finalizar a reacdo. Foram
adicionados na solucdo 2 mL de tolueno, seguindo de agitacdo por 20 s para a completa
extracao da prolina. Apos o repouso, o cromdforo foi aspirado com uma pipeta Pasteur para a
leitura em espectrofotometro a 520 nm, utilizando-se o tolueno como branco. As absorbéncias
foram comparadas a curva-padrdo de prolina (0 a 100 pg mL-1) e as anéalises realizadas em
quadriplicata, com os resultados obtidos expressos em micromol de prolina por grama de

massa seca (umol g MS™).

2.2.2. Teor de potassio

O ion potassio (K*), foi determinado de acordo coma metodologia descrita por Viégas et
al. (2001). Utilizou-se 50 mg do material moido que foi submetido a digestdo nitroperclérica
aquecido gradualmente até 250°C. A determinacdo foi realizada por fotometria de chama
(Fotdbmetro de chama B462 Micronal).

2.3. DESEMPENHO FOTOSSINTETICO

2.3.1. Trocas gasosas foliares
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Avaliaram-se as trocas gasosas em folhas completamente expandidas e maduras, com um
sistema portétil de medicdo de fotossintese Li-6400 XT (LI-COR Biosciences Inc., Nebraska,
USA). A taxa fotossintética liquida (Pn), conduténcia estomatica (gs), transpiracéo (E), razéo
entre as concentragdes internas e externas de CO: (Ci/Ca), foram medidas sempre das 08:30
as 11:30 h, sob luz saturante artificial de 1000 pmol fétons m2 s e concentragio atmosférica
de CO2 (Ca) de +380 pmol mol™. As eficiéncias intrinseca (Pn/gs) e instantanea (Pn/E) de uso

da 4gua foram calculadas a partir dos valores obtidos.

2.3.2. Pigmentos cloroplastidicos

O teor de pigmentos cloroplastidicos foi determinado, em folhas completamente maduras.
Foram coletados discos foliares (5 mm de didmetro) imediatamente incubados em tubos de
vidro cobertos com papel aluminio, contendo 2 mL de dimetilsulféxido (DMSQO) saturado
com CaCOz (Hiscox e Israelstam, 1979), por 24 h em temperatura ambiente. Logo em
sequida, foi determinada a absorbancia dos extratos em espectrofotdmetro de microplacas
(SpectraMax® Paradigm® - Multi-mode detection platform, Molecular Devices) de acordo a

metodologia descrita por Wellburn (1994).

2.3.3. Rendimento quantico do fotossistema 11

As medicdes da emissdo de fluorescéncia da clorofila a foram determinadas, através de um
fluorémetro portatil ndo modulado (Pocket PEA Clorophyll Fluorimeter - v 1.10 - Hansatech
Instruments, Norfolk, UK), entre 08 e 12 h., nas mesmas folhas utilizadas para as medicdes de
trocas gasosas e para a estimativa do teor de clorofila. Apo6s a adaptacdo ao escuro, as folhas
foram expostas a um pulso saturante de luz (3500 umol m s, comprimento de onda de 650
nm, por 1 s). O pulso de luz saturante foi de 0.3 s, sob frequéncia de 0.8 KHz. Com esses
dados calculou-se a eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm).

2.4. DETERMINAGCOES ENZIMATICAS
Foram coletadas amostras de caule (apice e base) e folhas, retiradas do terceiro par folha

completamente expandida e madura que, imediatamente, foram congeladas em nitrogénio

liquido, liofilizadas e armazenadas em freezer (-20 °C). As leituras foram realizadas em
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espectrofotdmetro leitor de microplacas (SpectraMax® Paradigm® - Multi-mode detection

platform, Molecular Devices).

2.4.1. Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade da peroxidase do guaiacol (GPX, EC 1.11.1.7) foi determinada de acordo com
0 método de Pirovani et al. (2008). Foram utilizadas microplacas com 96 po¢os com
capacidade para 300 pL, contendo 140 pL de tampdo de reagdo peroxidase 2x [40 mmol L*
de guaiacol, H20, a 0.06% e fosfato de sodio (20 mmol L2, pH 6.0) ],139 pL de tampdo
fosfato (50 mmol L, pH 6.0) e 1 uL de extrato enzimético, previamente diluido. A variacio
da absorbancia a 470 nm foi monitorada durante 60 s de reacao a 25 °C.

A dismutase do superdéxido (SOD, EC 1.15.1.1) foi determinada por medicdo da sua
capacidade para inibir a reducdo fotoquimica do nitro azul de tetrazolio (NBT). Aliquotas de
100 puL da extra¢do enzimatica foram entdo transferidas para tubos de ensaios protegidos da
luz, contendo tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7.8, 0.1 mM de EDTA, 13 mM de L-
metionina ¢ 75 pM de NBT. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 2 pM de riboflavina e a
concomitante transferéncia dos tubos para uma camara iluminada por uma lampada
fluorescente circular de 30 Watts, durante um periodo de 15 min. Em seguida, leituras de
absorbancia a 560 nm foram realizadas em espectrofotometro. A atividade foi determinada
pelo calculo da quantidade de extrato que inibiu 50% da reducdo de NBT (Beauchamp e
Fridovich, 1971) e expressa em UA kg MS.

A atividade da enzima catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Madhusudhan et al. (2003), cuja atividade é definida pela
guantidade de enzima necessaria para catalisar a decomposi¢do do H>O,. Para 0 ensaio,
adicionou-se, em 20 pL do extrato enzimatico, 0.98 mL de tampao fosfato de sodio 0.05 M
pH 7.0, H.02 0.0125 M suplementado com perdxido de hidrogénio a uma concentragéo final
de 12.5 mM. A atividade de CAT foi determinada pela medi¢do na reducdo da absorvancia
das amostras a 240 nm, consequéncia do consumo de H20., usando-se o coeficiente de

extingdo molar de 36 Mt cm™.

2.4.2. Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
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A extracdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS) foi realizada segundo
a metodologia de Heath e Paker (1968). Aproximadamente 0.02 g das amostras liofilizadas de
folhas foram trituradas em acido tricloroacético (TCA) a 0.1% e homogeneizadas em 2 mL de
solucdo aquosa de TCA a 0.1%. Os extratos obtidos foram centrifugados durante 6 min a
10.000 x g a 4°C. A partir do sobrenadante foram pipetados 0.5 mL de extrato em tubos para
a reacdo. Nos tubos de reacdo foram adicionados 1.5 mL de &acido tiobarbitirico a 0.5%
(TBA) em TCA a 20%. Aos tubos do branco foram adicionados 1.5 mL de TCA a 20%. Os
tubos permaneceram em banho maria a 95°C durante 30 min e, em seguida, as reaces foram
paralisadas imediatamente em gelo. Apos o resfriamento, o conteudo foi centrifugado durante
6 min a 10.000 x g. Logo apds, a concentracdo de TBARS acumulada foi determinada por

meio de leitura das absorbancias das reacfes a 532 nm.

2.5. BIOMASSA

Ao final do experimento, as plantas foram coletadas para a determinacdo da massa seca,
seccionadas em raiz, caule e folhas, e, logo apds, secas em estufa de ventilacao forcada de ar
(65°C + 5°), até atingirem massa constante. A partir da massa seca dos diferentes 6rgéos,
foram determinadas massa seca de raiz (MSR), massa seca do caule (MSC), massa seca foliar
(MSF), razdo de massa seca da raiz (RMSR), razéo de massa seca do caule (RMSC), razéo de

massa seca foliar (RMSF) e razdo raiz: parte aérea (R/PA).

2.6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2 x 9, formado por dois niveis de disponibilidade hidrica e nove gendtipos de J.
curcas, com cinco repeticdes por tratamento. Os resultados foram submetidos ao teste Fa 5 %
de significancia, por ANOVA fatorial e, quando indicado, a comparagdes de médias pelo teste
de Scott Knott no mesmo nivel de significancia.

Foram realizadas andlises de agrupamento e de componentes principais, utilizando
variaveis fisiologicas (Pn, gs, prolina, SOD, GPX, CAT, AO e EUA) e de biomassa (MSR,
MSC, MSF, RMSR, RMSC, RMSF e R/PA), obtidos pela diferenca (A) entre as plantas
controle (100% da CC) e plantas submetidas a deficiéncia hidrica (50% da CC). Como

medida de dissimilaridade calculou-se a distancia euclidiana média e para a formacdo dos
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agrupamentos utilizou-se 0 método UPGMA (Unweighted Pair Group Method) com média
aritimetica (Sneath e Sokal, 1973), calculando-se as taxas de contribuicdo relativa para a
dissimilaridade pelo método de Singh, (1981), e o ponto de corte com base na distancia
Euclidiana. As andlises foram realizadas com auxilio do Programa Genes 7.0 (Cruz, 2008) e o
dendrograma foi obtido pelo programa STATISTICA 7.1 (Statsoft, 2005)

3. RESULTADOS

3.1. Relagdes hidricas

Verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre os gendétipos, bem como entre 0s
tratamentos de deficiéncia hidrica (DH) para o potencial hidrico antemanhid (Wam)
(FiguralA). Em relacdo ao potencial hidrico meio dia (¥md), a DH levou a decréscimo
significativo apenas no genotipo 222 (amplitude de -0.48 Mpa), ndo havendo diferencas

significativas entre os gendtipos estudados (Figura 1B).
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Figura 2: Valores de potencial hidrico antemanha (¥am, A) e ao meio dia (¥md, B) medidos
aos 42 DAT. As colunas sdo médias de 3 repeticGes e as barras representam o erro padrdo da
média. Asterisco (*) indica diferenca, pelo teste de Tukey (p<0.05) entre regimes hidricos. ns

— néo significativo.

Ao avaliarmos o status hidrico da planta aos 42 dias apds o tratamento (DAT), através do
teor relativo de &gua (TRA), observamos que ndo houve diferencas significativas entre 0s

gendtipos, bem como entre os tratamentos de DH (Figura 3A).
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Figura 3: Teor relativo de &gua (TRA) em folhas de Jatropha curcas L. submetidas ao déficit
hidrico aos 42 DAT. As colunas sdo médias de 4 repeticGes e as barras representam o erro
padrdo da média. Letras mailsculas indicam comparacao entre genotipos pelo teste de Scott-

Knott e letras minusculas comparacdo entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).

Foram observadas diferencas significativas (p<0.05) entre os genoétipos e o tratamento de
DH para o potencial osmoético (¥s). Quando comparadas as plantas controle em relacdo as

plantas de DH, verificamos que houve um aumento no Vs de 52.5% (Figura 4A).
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Figura 4: Valores do potencial osmotico (W¥s, A) e ajustamento osmético (AO, B) de folhas
de J. curcas submetidas ao déficit hidrico aos 42 DAT. As colunas sdo médias de 5 repeticoes

e as barras representam o erro padrdo da média. Letras maiusculas indicam comparacdo entre
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genotipos dentro de cada tratamento (controle ou DH) pelo teste de Scott-Knott e letras
minusculas comparagdo entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).

Com o aumento do Ws nas plantas de DH quando comparadas com as plantas controle,
verificou-se diferencas significativas entre os genotipos para o ajustamento osmoético (AO)
(Figura 4B). Houve uma variacdo no AO para os gendétipos 121 e 124, com valores de -1.86 e

-1.97 MPa, respectivamente.

3.2. Conteudo de prolina e potassio (K*)

Verificou-se que houve diferenca significativa (p<0.05) entre os genoétipos de J. curcas e
tratamentos de DH aos 42 DAT para o conteddo de prolina (Figura 5A). As plantas
submetidas a DH levaram a um aumento de 56% em relacdo as plantas controle. Em relacéo
ao contetdo de potassio (K*) ndo foram verificadas diferencas significativas entre os

gendtipos e tratamento de DH (Figura 5B).
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Figura 5: Conteldo de prolina (A) e potassio K* (B) em folhas de J. curcas submetidas ao
déficit hidrico aos 42 DAT. As colunas sdo médias de 5 repeticBes e as barras representam o
erro padrdo da média. Letras maidsculas indicam comparagéo entre gendtipos dentro de cada
tratamento (controle ou DH) pelo teste de Scott-Knott e letras mindsculas comparacao entre

regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).
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Os valores da taxa fotossintética (Pn), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratoria (E) e

relacdo Ci/Ca apresentaram reducdes significativas (p<0.05) nas plantas de DH em relacéo as

plantas controle (Figura 6A, B, C e D). Foram observadas diferengas entre os gendtipos para

as variaveis estudadas.
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Figura 6: (A) Taxa fotossintética liquida (Pn), (B) condutancia estomatica (gs), (C) taxa
transpiratoria (E) e (D) relacdo Ci/Ca de J. curcas aos 42 DAT As colunas sdao médias de 3

repeticbes e as barras representam o erro padrdo da meédia. Letras mailsculas indicam

comparacdo entre genotipos dentro de cada tratamento (controle ou DH) pelo teste de Scott-

Knott e letras minasculas comparagéo entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).
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Aos 42 DAT foram observadas redugdes nos valores da taxa fotossintética (Pn),
condutancia estomatica (gs), taxa transpiratoria (E) e relacdo Ci/Ca de 62, 112, 78 e 23%
respectivamente, em relacdo as plantas controle (Figura 6A, B, C e D).

Em relacéo as eficiéncias do uso da agua intrinseca (Pn/gs) e instantanea (Pn/E), verificou
que 0s genotipos apresentaram diferencas significativas (p<0.05), bem como entre 0s regimes
hidricos (Figura 7A, B).
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Figura 7: (A) Eficiéncia do uso da agua intrinsica (Pn/gs) e (B) instantanea (Pn/E) em folhas
de J. curcas aos 42 DAT. As colunas sdo médias de 3 repeticbes e as barras representam o
erro padrdo da média. Letras maidsculas indicam comparacgdo entre gendtipos dentro de cada

tratamento (controle ou DH) pelo teste de Scott-Knott e letras mindsculas comparacao entre
regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).

As Pn /gs e Py /E apresentaram maiores valores na maioria dos genotipos submetidos & DH
em relacdo as plantas controle. Nas plantas controle, Pn/gs variou entre 40 e 133 pumol CO>
mol™? H20, enquanto no tratamento de DH a variagdo foi de 48 a 181 pmol CO, mol? H20,
mantendo uma média de aumento de aproximadamente 47% em relacdo ao controle. Ao
mesmo tempo, Pn /E teve um acréscimo de 27% nas plantas estressadas com valores entre 3.6

e 8.4 pmol CO, mmol™? H,0 em relagéo ao controle (2.3 — 6.2 pmol CO2 mmol? H,0).
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Figura 8: Clorofila a (Chl a, A), clorofila b (Chl b, B), relacdo Chl a/Chl b (C) e carotendides
(Car, D) em folhas de J. curcas submetidas ao déficit hidrico aos 42 DAT. As colunas sdo
médias de 4 repeticGes e as barras representam o erro padrdo da média. Letras mailsculas
indicam comparacdo entre gendtipos dentro de cada tratamento (controle ou DH) pelo teste de

Scott-Knott e letras mindsculas comparacédo entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05). ns -

ndo significativo.

N&o houve diferenca significativa (p<0.05) entre os tratamentos de DH para o teor de
clorofila a (Chl a), com excecdo do genétipo 121, onde as plantas de DH apresentaram um
aumento (24%) em relacdo as plantas controle. Entretanto, houve diferenca entre os gendtipos
para Chl a, onde 0 121, 148 e 226 diferiram dos demais, (Figura 8A). Para o teor de clorofila
b (Chl b) houve diferenca significativa entre os gendtipos, sendo o0 124, 168, 222 e 298 os que
apresentaram moires teores em relacdo aos demais. A DH levou a aumento significativo no
teor de Chl b em folhas dos gendtipos 124 e 168. (Figura 8B). Ao analisar a relagdo entre o

teor de Chl a/ Chl b, observamos que ndo houve diferenca significativa (p<0.05) para os
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genotipos, bem como para os tratamentos de DH (Figura 8C). O teor de carotenoides (Car)

apresentou diferenca significativa somente entre os genotipos (Figura 8D).

N&o foram observadas diferencas significativas (p<0.05) para o rendimento quantico do

fotossistema Il (Fv/Fm) para os genotipos e entre os tratamentos (Figura 9A).

0.9 mmmm Controle A
— DH
P ons ons ns NS s 15 ns ns
0.8 4
<
3
0.7 4
0.6 -

121 124 148 168 222 215 226 298 299

Genétipos
Figura 9: Rendimento quantico maximo de fotossistema Il (Fv/Fm) em folhas de J. curcas
submetidas ao déficit hidrico aos 42 DAT. As colunas sdo médias de 5 repetigdes e as barras
representam o erro padrdo da média. Letras mailsculas indicam comparagdo entre genotipos
dentro de cada tratamento (controle ou DH) pelo teste de Scott-Knott e letras minusculas

comparacao entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).
3.4. Enzimas antioxidantes e TBARS

Foram observadas diferencas significativas entre os genotipos bem como entre os
tratamentos, em relacdo a dismutase do superdxido (SOD) (Figura 10A). O maior valor médio
encontrado foi no genotipo 299 (0.465 U/kg MS) para o tratamento de DH e em seguida do
121 (0.341 U/kg MS), diferindo assim, dos demais.

Diferencas entre 0s genotipos e tratamentos foram encontradas também para a peroxidase
do guaiacol (GPX). Quando comparados os tratamentos, verificamos que o 121, 148, 168 e
226 apresentaram acréscimos na atividade da GPX de 260, 54, 15 e 3395% respectivamente,

nas plantas de DH em relagdo as plantas controle (Figura 10B).
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Para a catalase (CAT), foram verificadas diferengas significativas (p<0.05) entre os
genotipos e tratamentos (Figura 10C). O geno6tipo 226 apresentou uma menor atividade da

qguando comparado aos demais.
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Figura 10: Atividade da dismutase do superoxido (SOD, A), peroxidase do guaiacol (GPX,
B), catalase (CAT, C) e substancias ao acido tiobarbitdrico (TBARS, D) em folhas de J.
curcas submetidas ao déficit hidrico aos 42 DAT. As colunas sdo médias de 4 repeticGes e as
barras representam o erro padrdo da média. Letras maidsculas indicam comparacdo entre
gendtipos dentro de cada tratamento (controle ou DH) pelo teste de Scott-Knott e letras

minusculas comparagdo entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).

Em relacdo as substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), verificamos que

houve diferenga significativa (p<0.05) entre os genotipos, bem como entre os tratamentos de
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DH. Na figura 10D, podemos observar que os gendtipos 168 e 215 diferiram dos demais, e

que o tratamento de DH teve um acréscimo de 26.4% em relacéo as plantas controle.

4. Biomassa

Analisando a massa seca dos diversos orgédos, verificamos que a DH ocasionou redugoes
significativas em todas as variaveis (Figura 10). Além disso, para a massa seca de raiz (MSR)
diferencas significativas (p<0.05) foram observadas entre os gendétipos (Figura 11A). Para a
MSR houve reducdes de 51% para as plantas submetidas @ DH, quando compradas as plantas
controle. J& para a massa seca do caule (MSC), redugdes de 57% foram verificadas nas

plantas sob DH em relacdo as plantas controle (Figura 11B).
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Figura 11: Massa seca de raiz (MSR, A), massa seca do caule (MSC, B), massa seca da folha

(MSF, C) e massa seca total (MST, D) de plantas jovens de J. curcas aos 42 DAT. As colunas
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sdo medias de 5 repeticdes e as barras representam o erro padrdo da média. Letras maiusculas
indicam comparacg&o entre gendtipos dentro de cada tratamento (controle ou DH) pelo teste de

Scott-Knott e letras minusculas comparacéo entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).

O tratamento de DH ocasionou reducgdes de 49% para a massa seca da folha (MSF) e 53%
na massa seca total (MST) (Figura 11 C, D).

Quando reportadas as razbes de massa seca da raiz (RMSR), do caule (RMSC) e da folha
(RMSF), verificamos que ndo houve diferencas significativas (p<0.05) entre os genotipos
(Tabela 1).

Tabela 2: Razdo da massa seca de raiz (RMSR), razdo da massa seca do caule (RMSC), razédo
da massa seca da folha (RMSF) de plantas jovens de J. curcas aos 42 DAT. Valores médios 5

repeticdes (x erro padréo, n = 5).

Genotipos RMSR (g g}) RMSC (g g?) RMSF (g g?)
Controle 0.21+0.017 0.45+0.03* 0.33+0.03%*
121
DH 0.22+0.024 0.45+0.02% 0.32+0.01%
Controle 0.23+0.00% 0.340+0.00" 0.36+0.01%
126 . "
DH 0.18+0.00” 0.51+0.00” 0.29+0.01#
Controle 0.17+0.028 0.46+0.044 0.35+0.06%
148
DH 0.16+0.018 0.50+0.0 A 0.33+0.01%
Controle 0.16+0.01B 0.47+0.01% 0.35+0.01%
168
DH 0.19+0.02B 0.50+0.01% 0.30+0.02%
Controle 0.15+0.01B 0.49+0.03% 0.34+0.04%
222
DH 0.16+0.01B 0.52+0.01* 0.31+0.01#
Controle 0.15+0.01B 0.47+0.05% 0.36+0.06"
215
DH 0.15+0.008 0.51+0.01% 0.32+0.00”
Controle 0.16+0.008 0.50+0.00% 0.32+0.00%
226
DH 0.15+0.02B 0.49+0.04% 0.35+0.07A
Controle 0.16+0.008 0.49+0.017 0.33+0.01%
298
DH 0.13+0.01B 0.50+0.06* 0.35+0.074
Controle 0.16+0.008 0.47+0.01% 0.35+0.01%
299
DH 0.15+0.008 0.52+0.00% 0.32+0.00%

Letras maiusculas indicam comparacao entre genotipos pelo teste de Scott-Knott e asterisco

(*) comparacéo entre regimes hidricos pelo teste F (p<0.05).

Apenas o gendtipo 124 diferiu dos demais para a RMSR e RMSC entre os regimes hidricos

(Tabela 2). A DH ocasionou redugdes de 78% no genotipo 124 para a RMSR. Entretanto,
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observou-se que a RMSC nas plantas sob DH foram maiores (30%), quando compradas as

plantas controle.

5. Analise Multivariada

A andlise multivariada foi realizada para determinar se os parametros fisiologicos e de
biomassa que poderdo fornecer informacdes sobre a tolerdncia a seca em gendtipos de J.
curcas. Utilizou-se a diferenca (A) entre as plantas controle e plantas submetidas a DH. Os
valores da A foram utilizadas para construir a matriz de semelhanca e um dendrograma com

dados de similaridade.
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Figura 12: Andlise de agrupamento de nove genotipos de J. curcas submetidos a deficiéncia
hidrica no solo por 42 dias, com base na distancia euclidiana a partir da diferenca entre

plantas controle e seca para as variaveis prolina, SOD, GPX, CAT, AO, Py, gse EUA.

Ao analisarmos o dendrograma (Figura 12), podemos observar a formacéo de seis grupos.
O primeiro grupo (1) formado pelo gendtipo 121; o segundo (1) pelo 126 e 222; terceiro (111)
formado por trés (148, 168 e 215); quarto (IV) formado por um (226); quinto (V) formado por
um (298) e o sexto (V1) formado por um (299).
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A contribuicdo relativa foi analisada para destacar qual das varidveis que mais
contribuiram para a formacdo dos grupos. Na tabela 3, podemos verificar que a gs contribuiu
com 24.9%, seguido da GPX com 20.9%. Entretanto, das variaveis fisiologicas a CAT foi a

que menos contribuiu com 0.7%, seguida da EUA com 7.4% para a formacéo dos grupos.

Tabela 3: Contribuicéo relativa (S.j) dos caracteres para divergéncia — Singh (1981), para os

nove genotipos de J. curcas de acordo com as variaveis fisiologicas.

Variaveis S.j Valor (%)
Prolina 23.0 15.6
SOD 3.8 2.6
GPX 31.0 20.9
CAT 11 0.7
AO 25.9 17.5
Pn 15.1 10.2
gs 37.0 24.9
EUA 10.9 7.4

O primeiro e segundo componentes principais representaram 34.50 e 21.52%,
respectivamente, de variancia total com um valor proprio total de 56.02% (Figura 13). A
anélise de componentes principais separou 0s genotipos de acordo com a tolerancia a DH
através das variaveis fisioldgicas.
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Figura 13: Analise de componentes principais de nove gendtipos de J. curcas submetidos a

deficiéncia hidrica no solo por 42 dias, segundo Singh (1981).

Na andlise de agrupamento é possivel observar a formacdo dos grupos distintos que
apresentaram algum grau de similaridade. Os resultados mostraram a formagdo de dois
grupos. O primeiro grupo (I) foi representado por oito genotipos (121, 148, 298, 226, 168,
222, 299 e 215) e o segundo (I1) por um (124) (Figura 14).
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Figura 14: Anélise de agrupamento de nove geno6tipos de J. curcas submetidos a deficiéncia
hidrica no solo por 42 dias, com base na distancia euclidiana a partir da diferenca entre
plantas controle e seca para as variaveis MSR, MSC, MSF, RMSR, RMSC, RMSF e R/PA.

Dentre as varidveis analisadas as que mais contribuiram para a dissimilaridade genética e
consequente formacao dos grupos, foi a MSF (22.2%), seguida da MSC (16.5%) (Tabela 4).
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Tabela 4: Contribuicéo relativa (S.j) dos caracteres para divergéncia — Singh (1981), para os

nove gendtipos de J. curcas de acordo com a biomassa.

Variaveis S Valor (%)
Massa Seca de Raiz 35.8 12.8
Massa Seca do Caule 45.9 16.5
Massa Seca Foliar 61.9 22.2
Razdo da Massa Seca de Raiz 25.1 9.0
Razdo da Massa Seca do Caule 34.9 12.5
Razdo da Massa Seca Foliar 335 12.0
Razdo Raiz/Parte aérea 41.1 14.7

O primeiro e segundo componentes principais representaram 62.42 e 19.22%,
respectivamente, de variéncia total com um valor préprio total de 81.64% (Figura 15). De

acordo com o componente 1, o0 124 mostrou a maior divergéncia entre os genoétipos estudados,

apresentando assim, menor valor de A para as combinagdes lineares das variaveis analisadas.
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Figura 15: Andlise de componentes principais de nove gendtipos de J. curcas submetidos a

deficiéncia hidrica no solo por 42 dias, segundo Singh (1981).
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As diferencas encontradas na formagdo dos grupos estdo relacionadas a distancia entre os
genotipos. Notavelmente, o 124 se diferenciou entre os demais para as variaveis de biomassa

Seca.

3. DISCUSSAO

Nesse estudo, J. curcas pode ser considerada uma espécie tolerante a seca, porque foi
capaz de manter uma boa condicéo hidrica nos tecidos foliares sob DH, como indicado pelos
valores do potencial hidrico foliar (¥w) (Figura 2A, B) e TRA (Figura 3A). A equidade nos
valores de ¥w, em especial nas horas mais quentes do dia, se da principalmente pelo
fechamento dos estbmatos nas plantas controle, como necessidade de evitar a perda excessiva
de agua pelo processo de transpiracdo. Ao estudar plantas jovens de J. curcas (de Santana et
al. 2015; da Silva et al. 2016; de Oliveira et al., 2016) verificaram que os valores de ¥Yw néo
foram alterados aos 66 dias ap6s a imposicao do deficit hidrico.

O TRA ndo variou nos gendtipos de J. curcas, mesmo sob tensdo maxima, 0 que sugere
uma adaptacdo rapida das plantas para evitar a perda de agua, como demonstrado por outros
autores (Diaz-L6pez et al., 2012; Silva et al., 2012; Fini et al., 2013; Meng et al., 2013; Sapeta
et al.,, 2013). A conservacdo do teor de agua nos tecidos vegetais de J. curcas pode ser
considerada uma estratégia dessa espécie para tolerar periodos de deficiéncia hidrica no solo.
A capacidade em se manter um alto valor de TRA pode ser explicada pela capacidade em se
acumular osmolitos compativeis, contribuindo para o ajustamento osmotico (Figura 4A, B).

Estudos de Silva et al. 2010b e da Silva et al. 2016 verificaram em plantas de J. curcas
variacfes no ajustamento osmotico, sendo que as plantas submetidas a DH apresentaram
maiores valores quando comparadas as plantas controle. A ocorréncia ativa do AO pode ser
estabelecida se houver um aumento significativo nas concentracdes de solutos compativeis
(Silveira et al. 2009), como o aumento de prolina (Silva et al., 2015) e AST (da Silva et al.,
2016)

Nas condic¢bes de deficit hidrico moderado a que foram submetidas as plantas de J. curcas,
houve uma reducdo de Py acompanhada da diminuicdo de gs E e da relagdo Ci/Ca. (Figura
5A, B, C e D). Recentemente, de Santana et al. (2015) ao estudar trés gendtipos de J. curcas
originarios do Maranh&o também verificaram redugdes nas trocas gasosas foliares. A reducao
da P esté relacionada a diminuicdo na aquisicdo de CO- pelo fechamento estomaético, e as

limitagdes estomaticas podem estar ocorrendo, como indicado pela diminuicdo na relagdo
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Ci/Ca. Entretanto, essa capacidade de reducéo de gs, ndo esta associada a diminuigdo do ¥w,
0 que provavelmente pode estar ligado a outros fatores, como por exemplo, a sinalizagédo
hormonal, através do acido abscisico (ABA), como foi demonstrado por da Silva et al. 2016.

Os valores das eficiéncias de uso da dgua aumentaram nas plantas submetidas ao deficit
hidrico aplicado. Valores das Pn/gs e Pn/E foram semelhantes entre os tratamentos de DH em
relacdo as plantas controle, com excecdo do genétipo 226. Dados semelhantes foram
encontrados por Diaz-Ldpez et al. (2012), que apds 27 dias sob irrigacdo deficitaria (75% CC)
J. curcas apresentou maior Pn/gs nas plantas submetidas a DH. A alta EUA é uma
consequéncia direta da reducdo em gs primeiro que em Py, sendo uma resposta observada em
espécies que foram cultivadas sob DH moderada (Medrano et al., 2010). Porém, uma queda
incomum para Pn/gs, em condigdo de estresse hidrico severo pode indicar que em baixa gs, a
Pn diminui por limitagbes estomaticas e/ou mesofilicas, ou que a transpiragédo cuticular pode
contribuir significativamente para a perda de agua (Fini et al., 2013).

Na condicdo experimental presente, os teores de pigmentos cloroplastidicos aumentaram
com a DH (Figura 6A, B, C e D). A auséncia do efeito da seca nos teores dos pigmentos
cloroplastidicos tem sido observado por outros autores, como Sapeta et al. (2013), que
observaram valores de Chl a em torno de 3.5 e 2.2 mg g* de MF para os tratamentos de seca e
controle, respectivamente. Porém observa-se que danos na fotossintese devido a reducdo do
teor de clorofila sdo mais frequentes em estresse mais severo, como relatado por Kiani et al.
(2008) em girassol, Massacci et al. (2008) em algoddo e Pompelli et al. (2010a) em plantas de
J. curcas, mantidas sem irrigacdo por dezoito dias.

A falta de efeito da DH sobre a maxima eficiéncia quéantica do PS Il (Fv/Fm) no presente
experimento revelam que o deficit hidrico imposto nesta pesquisa, ndo casou danos a
maquinaria fotossintética, portanto, auséncia de fotoinibicdo. Além disso, outros mecanismos
como a prolina e AST podem explicar o efeito da seca e manutencdo das membranas. Ao
estudar a atividade fotoquimica de J. curcas sob condi¢fes de estresse hidrico, Silva et al.
(2010c) observou que Fv/Fm nédo foi alterada, mantendo valores medios de 0.85 durante o
periodo de estresse.

Alguns estudos relataram que o deficit hidrico produz estresse oxidativo como
consequéncia do aumento das especies reativas de oxigénio (ROS) e também que muitas
plantas sdo capazes de lidar com essa situacdo ativando as enzimas antioxidantes (Simova-
Stoilova et al., 2009; Pompelli et al. 2010a; Silva et al. 2015a). As producdes de ROS séo

controladas por diversos sistemas de defesa enzimaticos incluindo SOD, GPX e CAT (Gill e
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Tuteja, 2010; Karuppanapandian et al. 2011) e ndo enzimaticos dentre 0s quais se destacam o
acido ascorbico (vitamina C), glutationa, prolina, a-tocoferol (vitamina E) e flavonoides
(Mittler et al., 2004).

A SOD ¢ considerada a primeira barreira enzimatica contra o estresse oxidativo, atuando
na dismutacdo do radical superoxido, transformando em perdéxido de hidrogénio e oxigénio
(02" — H202 + O7) (Gratéo et al., 2005). O produto da dismutacdo do superoxido pela SOD,
0 H20>, deve ser removido da célula a fim de evitar sua conversdo em radicais mais reativos,
como o OH™ (Perl-Treves e Perl, 2002). SOD séo classificadas em 4 tipos, baseado no seu
cofator metal: Fe-SOD (cloroplastidico), Mn-SOD (mitocondrial), Cu/Zn-SOD
(cloroplastidico, peroxissomos e citosol) e Ni-SOD (cloroplasmaético). A maior atividade da
SOD em folhas foi encontrada em plantas submetidas a DH (Figura 10A). Da mesma forma,
Silva et al. (2012), estudando plantas de J. curcas submetidas a diferentes regimes hidricos,
relataram um ligeiro aumento (20%) na atividade da SOD em folhas. Isso pode indicar que
SOD desempenhou um importante papel na regulacdo da remocdo do radical superdxido (O2
), quando as plantas sdo submetidas ao estresse hidrico. Entretanto, Gill e Tuteja, (2010)
relataram que varios estresses abidticos conduzem frequentemente ao aumento da geracao de
ROS em que a SOD tem sido uma importante enzima na toleréncia ao estresse de plantas,
fornecendo a primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos dos niveis elevados de ROS.

Peroxidases estdo presentes na parede celular ou vactolo. As peroxidases que estdo
presentes no apoplasto ligam-se com polimeros da parede celular. S&o enzimas que participam
de diferentes processos fisioldgicos, como na via de biossintese de lignina e em mecanismos
de defesa contra estresses bidticos e abidticos (Gill e Tuteja, 2010; Karuppanapandian et al.,
2011). A atividade da GPX aumentou em média 44% nas plantas submetidas a DH quando
comparadas as plantas controle (Figura 10B). Esse aumento da GPX em J. curcas, pode ser
suficiente para proteger as proteinas, clorofila e lipidios contra o ataque das ROS. Isto
significa que os gendtipos estudados mantém maior atividade de GPX em folhas e caule de
plantas sob DH, ocasionando assim, uma maior retencdo de &gua e tolerancia ao déficit
hidrico. Estudos tem relatado o aumento da atividade de peroxidases em J. curcas, sendo
sensivel ao deficit hidrico (Kumar e Sharma, 2008; Silva et al. 2015a; da Silva et al. 2016).

A enzima antioxidante CAT tem como fungdo remover o H>O2 gerado em peroxissomos
por oxidases envolvidas na B-oxidacdo de acidos graxos, fotorrespiracdo, catabolismo da
purina e durante o estresse oxidativo (Vellosillo et al., 2010). A CAT é uma enzima que

catalisa reacOes de dismutagéo do H202 em H20 e O; e atua na eliminagéo das ROS durante
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condicBes de estresse. Nossos dados revelaram que houve em média um aumento de 35% para
a atividade da CAT quando comparados o tratamento de DH as plantas controle (Figura 10C).
Varios autores também demonstraram 0 aumento da atividade da CAT sob condi¢des de DH
(Pompelli et al. 2010a; Santos et al. 2013; Silva et al 2015a; da Silva et al. 2016). Portanto, as
enzimas antioxidantes (SOD, GPX e CAT), podem ser consideradas indicadoras eficazes ao
estresse fisioldgico e estdo envolvidas no mecanismo de defesa de J. curcas sob déficit
hidrico.

Ao analisar a peroxidacdo lipidica nas folhas de J. curcas, verificamos um acréscimo de
26% nas plantas submetidas & DH, quando comparadas as plantas controle (Figura 10D). O
teor de TBARS, um produto da peroxidacao lipidica, tem sido considerado um indicador do
dano oxidativo (Moller et al. 2007). Com isso, TBARS é um dos produtos finais, como
resultado de danos de peroxidacdo lipidica por radicais livres. No presente trabalho, os niveis
elevados de TBARS em plantas submetidas a DH revelam que houve um pequeno estresse
oxidativo, o qual ndo foi suficiente para causar danos a membranas, causar danos celulares, o
gue sugere que esse estresse, € uma consequéncia da degradacdo lipidica. Apesar de poucas
informacBes sobre a atividade de desintoxicacdo de ROS por compostos fendlicos e
flavonoides, as antocianinas demonstraram potencial capacidade antioxidativa, tendo seu
cation flavilio oxidado pelo O2", sugerindo sua acdo de protecdo generalizada as membranas
celulares e organelas (Neil, 2002). Sendo assim, J. curcas apresenta um eficiente sistema
enzimatico de protecdo oxidativa, pois em suas condicdes foi capaz de atenuar os efeitos de
deficit hidrico, evitando assim, danos no aparato fotossintético (Yang et al. 2015)

Ao realizarmos a analise multivariada com valores da biomassa, verificamos pequena
divergéncia entre os genotipos estudados, visto que, foram formados trés grupos (Figura 13).
Usando a A das varidveis de biomassa estudadas foram identificadas quais delas indicam o
melhor gendtipo a tolerancia ao deficit hidrico. A andlise de agrupamento ¢ uma ferramenta
util para selecionar gendtipos com caracteristicas desejaveis, pois ela agrupa genotipos de
acordo com a semelhanga ou distingdo entre os mesmos, possibilitando um maior
conhecimento do conjunto de dados em estudo, para futuros cruzamentos direcionados (Cruz
etal., 2012).

Neste estudo, a MSF e MSC foram as varidveis mais eficientes para explicar a
dissimilaridade entre os gendtipos, devendo ser priorizada na escolha de genotipos em futuros
estudos com a espécie. J& RMSR, foi a que menos explicou tal dissimilaridade (Tabela 2).

Pode-se inferir que variaveis de menor contribui¢do sdo pouco informativas na caracterizacdo
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da variabilidade genética existente. A analise de componentes principais € outra maneira de
estudar simultaneamente o conjunto das variaveis observadas para 0s gendétipos de J. curcas
(Figura 14). Assim, uma descri¢cdo da divergéncia genética dos gendtipos pode ser feita
utilizando-se apenas esses dois componentes, pois de acordo com Cruz e Regazzi, (2001), é
desejavel que a variancia acumulada nos dois primeiros componentes principais exceda a 80%
e no nosso estudo a varidncia foi de 81.64 e 56.02% para os parametros de biomassa e
fisioldgicos, respectivamente. Observa-se concordancia entre a metodologia de Singh (1981)
e a analise de componentes principais no que se refere a identificacdo das caracteristicas que
mais contribuiram para a divergéncia genética. A partir desses dados, esses gendtipos podem
servir como base para outros estudos de melhoramento genético da espécie.

4. CONCLUSOES

Apesar de apresentarem uma manutencdo similar de &gua nos tecidos, os genoétipos
demonstraram possuir tanto caracteristicas fisioldgicas quanto bioquimicas diferenciadas.

Destacamos 0s genotipos 148, 168 e 222 como 0s mais tolerantes a seca por maiores
atividades das enzimas antioxidantes, manutencao das trocas gasosas e biomassa.

Os resultados revelaram um sistema eficiente para a protecdo contra o estresse oxidativo
induzido pela seca, através do aumento da atividade de enzimas antioxidantes e mecanismos
ndo enzimaticos como a prolina e ajuste osmotico. Tal estratégia, observado em todos os

gendtipos, é sugerido para ser um componente importante de tolerancia a seca em J. curcas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados mostraram que J. curcas apresenta grande adaptabilidade a reducgdes de agua
no solo. No entanto, ndo foi possivel concluir se plantas de J. curcas apresentam alteracdo no
metabolismo fotossintético. Apesar do aumento da atividade da PEPC, os valores encontrados
de composicdo isotdpica de 3*C ndo foram tipicos de plantas MAC, ou de plantas que
apresentam a transicdo entre o metabolismo C3 e 0 MAC, com acumulo de acidos organicos
(malato e citrato) em plantas irrigadas e sob deficiéncia hidrica, baixa, juntamente com a
reducdo do amido durante o periodo experimental. O acumulo de amido pode indicar uma
maior utilizacdo deste hidrato de carbono para a sintese de éacidos organicos durante este

periodo, além de ser usado para a respiracédo celular.

Os dados ndo permitem concluir se J. curcas pode apresentar as alteragcdes do metabolismo
C3 para 0 MAC, pois esperavamos que o acumulo de citrato e principalmente malato fosse
superior as 4 h, em relacdo as 16 h. Estes resultados podem estar relacionados com o horario
das coletas, pois a inducdo do mecanismo MAC pode ter iniciado apds as 16 h, e terminado
apos as 4 h. Assim, um mecanismo mais versatil e dinamico de mudanca C3-CAM-C3 parece
mais adequado.

Quanto a tolerancia genotipica, os genotipos 148, 168 e 222 mostraram ser 0S Menos
sensiveis e mais tolerantes a deficiéncia hidrica no solo, mantendo as trocas gasosas foliares,

enzimas antioxidantes, variaveis de crescimento e hiomassa.

O aumento no contetdo da prolina e AST contribuiram para a hidratacdo das folhas. Esta
manutencdo de turgor em J. curcas influenciou na condutancia estomatica, resultando em

melhor desempenho fotossintético e na eficiéncia do uso da agua nestas plantas.

Pesquisas adicionais sdo necessarias para elucidar e refinar os achados relativos a mudanca

metabolica fotossintética induzida pela seca em J. curcas.



