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Resumo

Célcio apresenta funcao estrutural, na parede celular, atua ha manutencgéo da
estabilidade da membrana plasmatica e € mensageiro secundario, envolvido na regulacéo
de processos fisiologicos do desenvolvimento e em respostas a estresses. No dano
mecanico, espécies reativas de oxigénio (ERO) auxiliam no afrouxamento da parede
celular e na abertura de canais de Ca?* do reticulo endoplasmatico e o aumento de Ca®* no
citoplasma gera uma cascata de sinais mediados por hormonios, ERO, peroxidases e calcio-
calmodulina. Além disso, o Ca?* é de fundamental importancia para o funcionamento do
fotossistema I1 (PSII), uma vez que, sua variacdo pode interferir na cadeia transportadora
de elétrons. O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia da variacdo de célcio na
sinalizacdo de defesa de plantas de crescimento lento e rapido e submetidas a dano
mecanico. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro
repeticdes, em esquema fatorial, onde as plantas foram cultivadas com 0, 2 e 4 mM de Ca?*,
com e sem dano mecanico e cinco épocas de avaliacdo, realizadas aos 0, 15, 30, 60 e 90
dias apds o dano mecéanico. Com a espécie de crescimento lento, Annona emarginata,
foram estudados fotossintese (fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas), massa seca
total, crescimento quantitativo e peroxidacdo lipidica. No Solanum lycopersicum Micro-
Tom, espécie de crescimento rapido, expressdo de genes de estresses, enzimas
antioxidantes, peroxido de hidrogénio, peroxidacao lipidica, histoquimica de peroxido de
hidrogénio, fotossintese (fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas) e massa seca dos
diferentes orgdos foram avaliados. Os resultados permitiram concluir que as plantas de
Annona emarginata apresentaram maior resisténcia ao dano mecénico na presenca de
calcio e foram mais sensiveis na auséncia do mineral. Cultivo dessa espécie com 2 mM de
calcio na solucdo nutritiva completa garantiu crescimento e restabelecimento fotossintético

do vegetal submetido a dano mecanico. Quanto ao Solanum lycopersicum Micro-Tom, 0s



resultados sugerem que peroxido de hidrogénio esta envolvido na resposta ao dano
mecanico em plantas sem célcio. Nessa espécie, presenca de calcio foi importante na
defesa e aclimatacdo fotossintéica ap6s dano mecanico e 2 mM de calcio na solucao

nutritiva foram suficientes para defesa e superacéo do estresse por dano mecanico.

Palavras-chaves: Annona emarginata, Solanum lycopersicum Micro-Tom, expressao

génica, sistema antioxidantes, fotossintese



Abstract

Calcium presents structural function in the cell wall, it acts in the maintenance
of the stability of the plasma membrane and is secondary messenger, involved in the
regulation of physiological processes of development and in responses to stresses. In
mechanical damage, reactive oxygen species (ROS) assist in the loosening of the cell wall
and in the opening of Ca?* channels of the endoplasmic reticulum, and the increase of Ca?*
in the cytoplasm generates a cascade of signals mediated by hormones, ROS, peroxidases
and calcium-calmodulin. In addition, Ca?* is of fundamental importance for the functioning
of photosystem 11 (PSII), since its variation can interfere with the electron transport chain.
The objective of this study was to investigate the influence of calcium variation on defense
signaling of slow and fast growing plants and submitted to mechanical damage. The
experimental design was a randomized block, with four replications in a factorial design,
where the plants were cultured with 0, 2 and 4 mM Ca?* with and without mechanical
damage five evaluation times were made at 0, 15, 30, 60 and 90 days after mechanical
damage. With the slow-growing species, Annona emarginata, photosynthesis (chlorophyll
a fluorescence and gas exchange), total dry mass, quantitative growth and lipid
peroxidation were studied. The results allowed to conclude that the Annona emarginata
plants presented greater resistance to the mechanical damage in the presence of calcium
and were more sensitive in the absence of the mineral. Cultivation of this species with 2
mM Ca?* in the complete nutrient solution ensured the growth and photosynthetic
reestablishment of the plant submitted to mechanical damage. As for Solanum
lycopersicum Micro-Tom, the results suggest that hydrogen peroxide is involved in the
response to mechanical damage in plants without calcium. In this species, the presence of
calcium was important in the defense and photosynthetic acclimation after mechanical
damage and 2 mM Ca?* in the nutrient solution were enough for defense and overcoming

stress due to mechanical damage.



Introducéo

O célcio é um elemento essencial que apresenta funcdo estrutural, ligando-se a
pectatos na parede celular, atua na manutencdo da estabilidade da membrana plasmatica
(BAI et al., 2009) e € mensageiro secundario, envolvido na regulacdo de processos
fisioldgicos (DENNESS et al., 2011).

Variagdo deste elemento pode desencadear inUmeros processos
morfofisioldgicos como divisdo e alongamento celular, polarizacédo e alongamento do tubo
polinico, ramificacdo de raizes, germinacdo de sementes, fotossintese, movimento
estomatico, resposta aos tropismos, senescéncia, apoptose, estando envolvido também no
ritmo circadiano, que controla varios processos fisioldgicos.

A sinalizacdo do calcio no desenvolvimento vegetal é modulada por sua
concentracdo no citoplasma. Influxo e efluxo de célcio no citosol séo mediados por canais
e transportadores de Ca?* localizados nas membranas celulares, de modo a manter bem
controlada a concentracdo desse ion no citoplasma (BUSH, 1995; BOGESKI et al., 2011).

Os canais de liberacdo de Ca®* tém importante funcio na sinalizacio a longa
distancia por meio da entrada e saida do ion, o que permite a propagacao de sinais elétricos
na membrana plasmatica e respostas hormonais, necessarias nos processos que envolvem
0 Ca?* como mensageiro secundario (STEINHORST; KUDLA, 2014). Sendo assim, o
calcio, e os hormdnios atuam na sinalizacdo, na superacdo de estresses abioticos e bidticos
e no controle da fotossintese (UGGLA et al., 1996; OGAWA et al., 2003; FUKUDA, 2004;
GAO etal., 2008; XU; LI; ZHANG, 2013; ZHOU; SONG; XUE, 2013; HOCHMAL et al.,
2015). Esse ion desempenha papel na atividade de enzimas antioxidantes e como
consequéncia, pode auxiliar na reducdo de peroxidacdo lipidica, permitindo maior
tolerancia ao estresse (SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH, 2011; SIDDIQUI et al.,

2012; XU et al., 2013).
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Acdo do calcio na inducdo de tolerdncia ao estresse por metal pesado foi
estudada em Triticum aestivum, por toxicidade ao niquel (SIDDIQUI; AL-WHAIBI;
BASALAH, 2011). Da mesma forma, calcio sinalizou expressdo génica e ativacdo de
enzimas antioxidantes para neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio (ERO). Deve
ser ressaltado que as plantas foram tolerantes ao niquel e apresentaram maior taxa
fotossintética (YANG et al., 2014).

Na fase inicial do estresse ha producéo de O, e H>O> e aumentos de espécies
reativas de oxigénio (SUZUKI; MITTLER, 2012), que atuam na abertura de canais de Ca?*
e promovem aumento momentaneo desse ion no citoplasma. Nessas condi¢oes, a proteina
RbohD (Respiratory burst oxidase homologs-D), responsavel pela geracdo de superdxido
e peroxido de hidrogénio por meio da oxidacdo de NADPH+H?, é ativada de forma direta.
De forma indireta, 0 Ca*? ativa proteinas quinases (CPK5/26) e CBL1/9 responsaveis pela
ativacdo da proteina RbohD (MITTLER et al., 2011; TAKAHASHI et al., 2011; GILROY
etal., 2014, 2016) (Fig. 1).

No estresse por dano mecanico, RbohD é requerido para rapida sintese e
acumulo de ERO nos espacos extracelulares na regido distal do ferimento. (MITTLER et
al., 2011; TAKAHASHI et al., 2011; GILROY et al., 2014), que pode ser convertido em
resposta radial propagada entre células vizinhas de xilema, pela liberacdo do Ca?* a partir
do transportador GLRs (glutamate receptor-like channels). Sugere-se gue esse mecanismo
interligue os sinais gerados pelo Ca?* e ERO (STEINHORST; KUDLA, 2014) Além disso,
a proteina Zat12, cuja expressdo depende de RbohD é induzida poucos minutos apds o dano
mecanico, sendo responsavel pela sinalizacdo dos processos de remedia¢do ao estresse
(TAKAHASHI et al., 2011).

Aplicacdo de Ca?* pode também estimular a atividade de peroxidases do

apoplasto, ancoradas na parede celular por pectatos de célcio (MIKA; BUCK; LUTHJE,
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2008; PLIETH; VOLLBEHR, 2012; MINIBAYEVA; BECKETT; KRANNER, 2015),
auxiliando a neutralizacao de espécies reativas de oxigénio provenientes do dano mecanico.

No citoplasma, as proteinas que se ligam ao Ca?* sdo o primeiro alvo de seus
sinais. Entre elas estdo as calmodulinas (CaMs), CaM-like, calcinerina B-like (CBL) e
proteinas quinases dependentes de Ca?* (CDPKs) (WHITE; BROADLEY, 2003). As
proteinas CaMs e CaM-like estdo envolvidas nos processos de desenvolvimento,
controlando a expressdo génica (BOUCHE et al., 2002; DOHERTY et al., 2009), assim
como em adaptacGes a ambientes adversos e respostas a patdgenos. As proteinas
calcinerina B-like e quinases dependentes de Ca?* implementam os sinais de Ca?* no
citoplasma por meio da fosforilacdo, desempenhando acdo em cascatas de sinalizacéo,
induzidas, por exemplo, por frio, seca, salinidade, ferimento e deficiéncia nutricional
(WHITE; BROADLEY, 2003).

A presenca de Ca?* no citoplasma ligado & CaM induz melhor ligacdo dos
brassinosteroides aos seus receptores, atuando na regulacdo da diferenciacdo celular
(HARDTKE et al., 2007; ZHOU; SONG; XUE, 2013) e em mecanismos de superacdo de
estresses bidticos e abidticos (OH et al., 2012). Aplicacdo de brassinosteroides em milho
promoveu aumento da expressdao do gene ZmCCaMK e maior atividade da proteina
ZmCCaMK, decodificadora de Ca?* para sinalizacio de enzimas antioxidades envolvidas
com o controle de espécies reativas de oxigénio (YAN et al., 2015).

Estresse mecéanico ao desencadear aumento das espécies reativas de oxigénio
(ERO), provoca seu rapido reconhecimento, auxiliando a transmisséo de sinal e ativacéo
de vias de defesas, que integram calcio (Ca*), proteinas fosforiladas (quinases) e
horménios, &cidos jasmonico, salicilico e abscisico (SEO et al., 2007; TAKAHASHI et al.,
2011; STEINHORST; KUDLA, 2014). Aumento momentaneo de calcio no citoplasma,

cria a oscilagdo responsavel pela ativacéo de proteinas como calmodulinas (CaMs), CaM-
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likes, calcinerina B-like e proteinas quinases dependentes de calcio (CDPKs) (BOUCHE
etal., 2002). Niveis elevados de Ca?* e ERO proporcionam na célula a ativacéo da quinase
MPK que se liga a um fosfato e a calmodulina dependente de célcio, para regular o acimulo
de ERO provenientes de estresse (TAKAHASHI et al., 2011).

Quinases MPK sdo sinalizadas pelos brassinosteroides provenientes de dano
mecanico ou estresse oxidativo (TAKAHASHI et al., 2011; ZHOU et al., 2014; XU;
ZHANG, 2015). Proteina quinase induzida por dano mecanico (WIPK) ou por &cido
jasmonico (SIPK) foi identificada em plantas de tabaco (ASAI; OHTA; YOSHIOKA,
2008).

Aplicacdo de 4acido abscisico sinaliza cascata de quinases, MAPKKKSs
MAPKKs, MAPKKs e MAPK especificas para sinalizacdo de estresse, que atua na
imunidade inata (JAMMES et al., 2009). Estudos referem entre as causas de estresse,
ferimento, temperatura, seca, metais pesados, salinidade, oxidativo e osmético, que ativam
vias sinalizadas por célcio, ERO e hormdnios (SMEKALOVA et al., 2014).

Apdbs dano mecanico, por tanto, ocorre aumento de proteinas quinases, ativadas
por mitdgenos (MAPKS), proteinas quinases, induzidas por ferimento (WIPK), e proteinas
quinases, induzidas por aumento das concentracdes de acidos salicilico e jasmonico,
responsaveis pela ativacdo de genes envolvidos na resposta ao ferimento (BALDWIN et
al., 1997; SEO et al., 2007; DENNESS et al., 2011; ROMEIS; HERDE, 2014).

Assim, evidencia-se uma cascata de sinalizagdes mediada por hormonios
(CARLSBECKER; HELARIUTTA, 2005), espécies reativas de oxigénio (ERO),
peroxidases, célcio-calmodulina e quinases para superacdo do estresse mecénico pela
planta, de modo, a minimizar os danos causados, aos fotossistemas, entre outros

(TAKAHASHI et al., 2011; ZHAO et al., 2013).
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O Ca?* também ¢ de fundamental importancia para o funcionamento dos
fotossistemas, uma vez que, mantem a estabilidade e agregacédo das moléculas de clorofila
no complexo antena (RAMALHO et al., 1995), regula o transporte de elétrons e a sintese
de NADPH + H* e ATP (HOCHMAL et al., 2015). O Ca?" é também constituinte do
complexo de evolucdo de oxigénio (CEO), responsavel pela foto-oxidacdo da agua e
doacdo de elétrons para o fotossistema P680 de modo a manter a cadeia transportadora de
elétrons (NAJAFPOUR et al., 2012). Assim, danos no CEO podem estar relacionados com
deficiéncia de célcio, como observado em plantas de milho e tomate submetidas a
deficiéncia desse elemento (KALAJI et al., 2014).

Além disso, o Ca®* atua no movimento estomatico, que influencia o processo
de transpiracéo, assimilacdo de carbono e eficiéncia do uso da agua (LIU et al., 2013). A
atuacdo desse elemento na abertura e fechamento estomatico, indica o desencadeamento
de sinais diferentes dependendo da velocidade de oscila¢do da concentracdo de calcio no
citoplasma. Rapida oscilacdo sinaliza abertura estomatica e lenta, fechamento estomatico
(EVANS; MCAINSH; HETHERINGTON, 2001; BUCHANAN; GRUISSEM; JONES,
2015).

Deste modo, niveis de Ca®* fornecidos as plantas com dano mecanico sinaliza
cascata de eventos para seu restabelecimento, com verificacdo da acdo desse elemento na
fotossintese, com importante papel no funcionamento do fotossistema Il (PS 680)
(RAMALHO et al., 1995; NAJAFPOUR et al., 2012) e processos dele dependentes.

Considerando o requerimento em minerais das espécies vegetais, estudos
prévios referem diferencas no metabolismo de célcio em plantas com crescimento lento e
rapido. Annona emarginata (SCHLTDL.) H. Rainer cultivada com 50% da concentracéo
de célcio, na solucdo nutritiva completa de Hoagland and Arnon (1950) revelou melhor

crescimento e maior taxa de assimilacdo de carbono, sugerindo eficiéncia no
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aproveitamento dos foto-assimilados e nutrientes absorvidos (BARON et al., 2013),
condicdo atribuida a rusticidade da espécie. Talvez o melhor desempenho de espécies da
familia Annonaceae encontre explicacdo no fato de que cristais de oxalato de célcio
observados em folhas e caules (DUARTE; OLIVEIRA; SOUZA, 2015), possam constituir
reserva do ion para utilizacdo quando necessario. Ha anos reconhece-se a possibilidade de
armazenamento reversivel de calcio na forma de oxalato, como observado em Lemna minor
L. (FRANCESCHI, 1989; TOOULAKOU et al., 2016).

Por outro lado, plantas de crescimento mais rapido, como tomate, com maior
consumo de célcio pelos tecidos revelou elevadas taxas de transpiracdo e crescimento
(TONETTO DE FREITAS et al., 2014).

Comparando-se essas duas espécies que apresentam crescimentos rapido e
lento, espera-se que a concentracdo de calcio para o adequado restabelecimento vegetal

possa ser diferente em condicao de estresse.
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Objetivos, perguntas e hipotese

O objetivo geral deste estudo foi investigar a influéncia da variacéo de célcio
na sinalizacdo de defesa de plantas de crescimento lento e rapido e submetidas a dano
mecanico. Dessa forma, procuramos responder:

1. Como concentracdo de calcio influencia sinalizacdo e resposta ao dano
mecanico em especie de crescimento lento

Hipdtese: Espécie de crescimento lento (Annona emarginata) consome calcio
com menor velocidade, o que sugere sua reserva e utilizacdo quando necessario. Essa
condicdo, sem fornecimento do ion, deve manter sinalizacdo e defesa, garantindo
resisténcia ao estresse mecanico, embora outras funcbes exercidas pelo calcio possam ser
prejudicadas.

2. Como concentracdo de calcio influencia sinalizacdo e resposta ao dano
mecanico em espécie de crescimento rapido

Hipdtese: Espécie de crescimento rapido (Solanum lycopersicum Micro-Tom)
consome calcio com maior velocidade e na auséncia de fornecimento do ion, deverd ocorrer
prejuizo de sinalizacdo, defesa e resisténcia ao estresse mecanico, levando a morte do
vegetal

A seguir serdo apresentados dois capitulos, a serem publicados em periddicos
da area de biodiversidade, conforme orientacdo que consta da instru¢do normativa n°
01/2017 — STPG/IBB/UNESP.

Capitulo 1: O artigo “Calcio no restabelecimento fotossintético ap6s dano
mecanico” sera submetido ao periddico “Journal of Agricultural Science”, classificado na

Area de Avaliacio da Capes, como Qualis B1.



17

Capitulo 2: O artigo “Calcio e expressdo genica na sinalizacdo e aclimatacao
fotossintética apds dano mecanico” foi submetido ao periodico “Environmental and

Experimental Botany”, classificado na Area de Avaliacdo da Capes, como Qualis Al.
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Capitulo 1: Calcio no restabelecimento fotossintético apds dano mecénico

Felipe G. Campos, Carmen S. F. Boaro*

Instituto de Biociéncias, UNESP: Universidade Estadual Paulista, Campus Botucatu,
Departamento de Botanica, CP. 510, CEP: 18.618-970, Botucatu, S&o Paulo, Brazil.

*Carmen Silvia Fernandes Boaro - carmen.boaro@unesp.br - https://orcid.org/0000-0002-

5524-0621

*corresponding author

Resumo

O calcio, elemento essencial com funcdo estrutural na parede celular e
membrana plasmatica, além de ser mensageiro secundario é responsavel pela regulacéo de
processos fisiologicos do desenvolvimento vegetal e respostas a estresses bioticos e
abidticos. O estudo investigou a influéncia da variagdo de célcio no restabelecimento
fotossintético e peroxidacéo lipidica da Annona emarginata submetida a dano mecanico.
Plantas de Annona emarginata foram cultivadas com 0, 2 e 4 mM de Ca?*, com e sem dano
mecanico e cinco épocas de avaliacdo, realizadas aos 0, 15, 30, 60 e 90 dias ap6s o dano
mecanico. Fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas, massa seca total, crescimento
quantitativo e peroxidacao lipidica foram estudados. Conclui-se que as plantas de Annona
emarginata apresentaram maior resisténcia ao dano mecénico na presenca de calcio e
foram mais sensiveis na auséncia do mineral. Cultivo da espécie com 2 mM de célcio na
solucgéo nutritiva completa foram suficientes para garantir crescimento e restabelecimento

fotossintético do vegetal submetido a dano mecénico.


https://orcid.org/0000-0002-5524-0621
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Abstract

Calcium, an essential element with structural function in the cell wall and
plasma membrane, besides being secondary messenger is responsible for the regulation of
physiological processes of plant development and responses to biotic and abiotic stresses.
The study investigated the influence of calcium variation on the photosynthetic
reestablishment and lipid peroxidation of Annona emarginata submitted to mechanical
damage. Annona emarginata plants were cultivated with 0, 2 and 4 mM Ca?*, with and
without mechanical damage and five evaluation periods, at 0, 15, 30, 60 and 90 days after
mechanical damage. Fluorescence of chlorophyll a, gas exchange, total dry mass,
quantitative growth and lipid peroxidation were studied. It is concluded that the Annona
emarginata plants presented greater resistance to mechanical damage in the presence of
calcium and were more sensitive in the absence of the mineral. Cultivation of the species
with 2 mM Ca?* in complete nutrient solution was enough to ensure restoration of growth

and photosynthetic plant subjected to mechanical damage.
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Introducéo

O calcio, elemento essencial com funcdo estrutural na parede celular e
membrana plasmatica, além de ser mensageiro secundario é responsavel pela regulacéo de
processos fisiologicos do desenvolvimento vegetal e respostas a estresses bioticos e
abioticos (Denness et al., 2011). Sua deficiéncia pode comprometer o crescimento vegetal
(Gao, Nagawa, Wang, & Yang, 2008; S.-L. Yang, Lan, Deng, & Gong, 2016).

Niveis elevados de Ca?* e espécies reativas de oxigénio (ERO) no citoplasma
proporcionam ativacdo de cascata constituida por quinases MPKs, que se ligam a fosfato e
calmodulina e regulam o acimulo de ERO proveniente de estresse (Takahashi, Mizoguchi,
Yoshida, Ichimura, & Shinozaki, 2011). Essa cascata coordena respostas intracelulares nas
plantas, que possibilitam sinalizacao de longa distancia (Steinhorst & Kudla, 2014).

Considerando o requerimento em minerais das espécies vegetais, estudos
prévios referem diferencas no metabolismo de calcio em plantas com crescimento lento e
rapido. Annona emarginata (SCHLTDL.) H. Rainer cultivada com 50% da concentracéo
de célcio, na solucdo nutritiva completa de Hoagland and Arnon (1950) revelou melhor
crescimento e maior taxa de assimilacgdo de carbono, sugerindo eficiéncia no
aproveitamento dos foto-assimilados e nutrientes absorvidos (Baron, Ferreira, Rodrigues,
Boaro, & Macedo, 2013), condicdo atribuida a rusticidade da espécie. Talvez o melhor
desempenho de espécies da familia Annonaceae encontre explicacdo no fato de que cristais
de oxalato de calcio observados em folhas e caules (Duarte, Oliveira, & Souza, 2015),
possam constituir reserva do ion para utilizacdo quando necessario. Ha anos reconhece-se
a possibilidade de armazenamento reversivel de calcio na forma de oxalato, como
observado em Lemna minor L. (Franceschi, 1989; Tooulakou et al., 2016).

Annona emarginata submetida a estresse devido a defice hidrico revelou
aparato fotoquimico tolerante, uma vez que ndo houve diferenca na taxa de transporte de

elétrons, extingdo fotoquimica e foi elevado o coeficiente de extingdo ndo fotoquimico
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(NPQ) em relagéo as plantas controle (Mantoan, Ferreira, & Boaro, 2015), indicando que
nas plantas em defice houve dissipacdo de energia excedente na forma de calor (NPQ
elevado), ndo havendo alteracdo da eficiéncia fotoquimica apds reidratagdo, sugerindo
aclimatacdo fotossintética nessas condi¢cdes (Mantoan, Rolim de Almeida, Macedo,
Ferreira, & Boaro, 2016).

O araticum-de-terra-fria (Annona emarginata (SCHLTDL.) H. Rainer),
espécie utilizada como porta-enxerto para atemoia, apresenta crescimento lento e pode
consumir célcio com menor velocidade, 0 que sugere sua reserva e utilizacdo quando
necessario. Essa condicdo, sem fornecimento do ion, deve manter sinalizacdo e defesa,
garantindo resisténcia ao estresse mecanico, embora outras func@es exercidas pelo calcio
possam ser prejudicadas.

Este estudo investigou a influéncia da variacdo de calcio na defesa e

restabelecimento fotossintético da Annona emarginata submetida a dano mecanico.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Departamento de Boténica, do Instituto de
Biociéncias, UNESP, Campus de Botucatu/SP, em casa de vegetacdo tipo “Paddy Fan”
com temperatura mantida em 26°C + 2°C, umidade relativa em 52 % + 4% e luz ambiental
554 + 100 pmol m? s, coordenadas geograficas 48°24°35°* O e 22°49°10>* S, a 800 m

acima do nivel do mar.

Espécie vegetal e cultivo

Mudas de Annona emarginata (SCHLTDL.) H. Rainer, com 15 cm de altura,
foram adquiridas junto ao Nucleo de Producdo de Mudas de S&o Bento do Sapucai, CATI
(Coordenadoria de Assisténcia Técnica e Integrada), Sdo Bento do Sapucai, SP, com

coordenadas geograficas 45° 44’ 11" O e 22° 41" 18” S a 874m acima do nivel do mar.
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Apbs 12 meses de cultivo em solucdo nutritiva completa de Hoagland & Arnon (1950),
diluida a 50%, as plantas foram transferidas para a mesma solugdo nutritiva contendo 4
mM de Ca?* (tratamento controle) e modificada para o fornecimento de niveis de célcio
iguais a 2 e 0 mM, que constituiram os demais tratamentos (Tabela 1), onde as plantas
permaneceram até as datas de coleta. Aos 30 dias na solucdo nutritiva com 0s trés niveis
de calcio, dano mecéanico foi realizado por meio de remocdo de trés ramos da regido
mediana da parte aérea. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com
quatro repeti¢bes, em esquema fatorial 6x5, ou seja, seis tratamentos constituidos por 0, 2
e 4 mM de Ca?*, com e sem dano mecanico e cinco épocas de avaliacdo, realizadas aos 0
(30 min), 15, 30, 60 e 90 dias ap6s 0 dano mecanico.

Tabela 1. Composicédo da solucdo nutritiva n°2 de Hoagland e Arnon e variacéo de calcio
para cultivo das plantas de Annona emarginata (SCHLTDL.) H. Rainer

Concentracéo de Ca*? (mM) 4 2 0
Macronutrientes Solucéo estoque (M) Solug&o nutritiva (ml L)
NHsH2PO4 115,05 1,0 1,0 1,0
KNO3 101,10 6,0 6,0 6,0
Ca (NOs3)2.4H20 236,16 4,0 2,0 0
Mg (SOs4).7H20 246,50 2,0 2,0 2,0
NHsNO3 80,04 0 2,0 4,0
Micronutrientes Solugéo estoque (g L) 1,0 1,0 1,0
H3BO3 2,869
MnCl,.4H,0 1,81g
ZnS04.7H20 0,22 g
CuS04.5H0 0,08 g
H2M004.H20 0,02 g
Solucéo *Fe-EDTA Solugéo estoque (g L) 1,0 1,0 1,0
C10H14N20gNa2.2H.0 26,10 g
FeS04.7H20 24,90 g

*Solucdo catalizada por 265,00 mL NaOH (M)

Fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas, biomassa e indices de crescimento

Em folhas totalmente expandidas, localizadas na regido do caule abaixo do
dano mecénico e acondicionadas no escuro, durante 30 minutos foram determinadas

medidas de fluorescéncia da clorofila a com fluorémetro portatil de pulso de amplitude
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modulada (Jr PAM, Walz) sob irradiancia saturante 1150 DFFFA, entre 9 e 11 horas.
Foram determinados fluorescéncia minima adaptada ao escuro (Fo), eficiéncia quantica
potencial (Fv/Fm), definida pela relacdo entre eficiéncia variavel (Fv) e maxima (Fm),
eficiéncia quantica efetiva do FSII (OPSII), coeficiente de extingdo nao fotoquimico da
fluorescéncia [NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’], ou seja, energia dissipada na forma de calor, e taxa
de transporte de elétrons (ETR = DFFF * AF/Fm’ * 0,5 * 0,84) usado para estimar
NADPH+H".

As avaliacOes de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a na luz foram
realizadas no mesmo horario e em folhas nas mesmas condicdes, utilizando-se
equipamento de sistema aberto de fotossintese com analisador de COz ¢ vapor d’agua por
radiacdo infravermelha, com fluorémetro acoplado (Infra Red Gas Analyser — IRGA,
modelo GFS 3000 FL, Walz). Entre as variaveis de fluorescéncia foram determinados
rendimento quantico efetivo (OPSII Ly;), taxa de transporte de elétrons (ETRLuz), eficiéncia
do fotossistema Il (Fv'/Fm'Ly), fragdo de luz absorvida pela antena FSII que é dissipada
como calor (Druz), fracéo de energia de excitacdo néo dissipada na antena que nao pode ser
utilizada para fotoquimica (ExLy;). Para avaliacdo das trocas gasosas foram determinadas
taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A, umol CO2 m? s1), taxa de transpiragdo (E, mmol
vapor d’agua m? st) e condutancia estomatica (Gs, mol m?2s?). A eficiéncia instantanea
de carboxilacdo da enzima ribulose 1,5-difosfato carboxilase (Rubisco) foi calculada pela
relacdo da taxa de assimilacéo liquida de CO2 e concentragéo interna de CO2 na folha (A/Ci)
(Zhang, Li, Ma, & Chen, 2001).

A massa seca total foi avaliada e os indices de crescimento, taxa assimilatoria
liquida (TAL), que reflete a fotossintese liquida, taxa de crescimento relativo (TCR), que
reflete crescimento em relacdo a material vegetal pré-existente e razdo de area foliar (RAF),

que reflete area foliar util para fotossintese (Portes & De Castro, 1991).
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Quantificacao de peroxidacao lipidica

24

Folhas totalmente expandias e localizadas na regido do caule abaixo do dano

mecanico foram coletadas entre 9 e 11h, acondicionados em sacos plasticos, embaladas em

papel aluminio e congelados em nitrogénio liquido, para paralisacdo imediata de todas as

reacOes metabdlicas. Essas amostras foram armazenadas em freezer a -20°C e 300 mg da

massa fresca foi utilizado para determinacdo da peroxidacéo de lipidios, realizada segundo

metodologia proposta por Rama Devi e Prasad (1998).

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e sua homogeneidade

foi testada por Levene. As medias foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Resultados

Analise de fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e biomassa

As plantas cultivadas sem Ca?* e com dano mecanico no revelaram diferencas
expressivas de eficiéncia quantica potencial (Fv/Fm), embora o coeficiente de extin¢do ndo
fotoquimico (NPQ) tenha sido mais baixo, ao longo do tempo (Figura 1). Na luz, essas
plantas apresentaram decréscimo da taxa de transporte de elétrons (ETR) e da eficiéncia
quantica efetiva (®PSIly.) (Figura 2). Alem disso, revelaram baixa assimilagéo de carbono
(A), condutancia estomatica (Gs), taxa transpiratéria (E) e eficiéncia de carboxilacdo da
rubisco (A/Ci) (Figura 3). De modo geral, a avaliacdo da massa seca total, taxa assimilatoria
liquida, razédo de area foliar e taxa de crescimento relativo revelaram apenas efeito do dano
mecanico (Figuras 4 e 5).

Deve ser destacado que as plantas cultivadas sem Ca?* e sem dano, também
apresentaram baixa taxa de transporte de elétrons (ETR). Na luz, ETR e afracdo de energia
de excitacdo nao dissipada na antena e ndo utilizada para fotoquimica (Ex) foram mais
elevadas aos 30 e 60 dias apds o dano mecéanico. Taxa de assimilacdo de carbono,
condutancia estomatica e eficiéncia da rubisco nessas plantas foram maiores quando
comparadas as plantas cultivadas sem Ca?* e com dano mecénico. A massa seca total nas
plantas sem célcio e sem dano mecanico foi mais baixa aos 30 e 60 dias apds o dano
mecanico. As taxas de crescimento relativo e assimilatoria liquida apresentaram menor
variacdo e a razdo de area foliar decresceu (Figura 5).

As plantas de Annona emarginata cultivadas sem célcio apresentaram com o
passar do tempo morte das gemas apicais (Figura 7)

Né&o foram identificadas variagdes expressivas da fluorescéncia da clorofila a
e das trocas gasosas nas plantas cultivadas com 2 mM de Ca?* com dano mecanico e as
plantas apresentaram menor massa seca total e taxas assimilatéria liquida e de crescimento

relativo praticamente constantes.
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Embora ndo tenham sido detectadas variacdes expressivas da fluorescéncia da
clorofila a e das trocas gasosas (Fig. 1, 2, 3), as plantas cultivadas com 2 mM de Ca?* sem
dano mecénico apresentaram maior massa seca total e taxas assimitdria liquida e de
crescimento relativo com maiores decréscimos. (Fig. 4 e 5)

As plantas cultivadas com 4 mM de Ca?* e com dano n3o apresentaram, no
escuro, variacao expressiva da eficiéncia quantica potencial (Fv/Fm), enquanto revelaram
decréscimo da taxa de transporte de eletrons (ETR) e da eficiéncia quantica efetiva (®PSII)
e aumento do NPQ (Figura 1). Essas plantas na luz apresentaram baixa taxa de transporte
de elétrons (ETR) e da eficiéncia quéntica efetiva (®PSII) (Figura 2). Apresentaram
aumento na taxa de assimilacao, condutancia estomatica, taxa transpiratoria e eficiéncia da
rubisco e da massa seca total, com o tempo, embora as taxas assimilatéria liquida e de
crescimento relativo tenham se mantido constantes (Figuras 4 e 5).

N&o foram identificadas variacGes expressivas da fluorescéncia da clorofila a
e das trocas gasosas nas plantas cultivadas com 4 mM de Ca?* sem dano mecanico, que
apresentaram elevada massa seca total aos 15 e 60 dias apds dano mecanico e decréscimo

das taxas assimilatoria liquida e de crescimento relativo (Fig. 1, 2 e 3).

Quantificacao de peroxidacéo lipidica

Plantas de Annona emarginata cultivadas sem Ca?*, independente de dano
mecanico ndo apresentaram diferencas na peroxidacéo lipidica, devendo ser destacadas as
cultivadas sem Ca?* e com dano mecénico que apresentaram maior nivel de peroxidagdo
lipidica, aos 30 dias ap6s 0 dano mecanico (Fig. 6).

As plantas cultivadas com 2 mM de Ca?* independente dano mecénico

apresentaram diferenca de peroxidacdo lipidica aos 60 dias, maior nas plantas com dano.
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Essas plantas apresentaram maior peroxidacéo lipidica em relacdo as demais nesse tempo
(Fig. 6).
As plantas cultivadas com 4 mM de Ca?* independente de dano mecanico nio

apresentaram variacao de peroxidacao lipidica (Fig. 6).
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Figura 1: A. Taxa de transporte de elétrons (ETR) p <0,001; B. Rendimento quéntico
efetivo (®PSII) p < 0,001; C. Eficiéncia quantica potencial do PSII (Fv/Fm) p<0,028; D.
Coeficiente de extingdo ndo fotoquimico da fluorescéncia (NPQ) p < 0,036; E.
Fluorescéncia minima adaptada ao escuro (Fo) p < 0,033, em plantas de Annona
emarginata com dano mecanico (¢/DM) e sem dano mecéanico (s/DM) e submetida a
variacao de calcio, nos tempos 0 (30 min.) 15, 30, 60 e 90 dias. Valores correspondentes
as médias + SE (n = 4).
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Figura 2: A. Eficiéncia do fotossistema Il (Fv'/Fm'Ly;) p< 0,012; B. Taxa de transporte de
elétrons (ETRLu;) p<0,003; C. Rendimento quéantico efetivo (®PSIL,) p < 0,003; D.
Fracdo de luz absorvida pela antena PSII que é dissipada como calor (D) p < 0,012; E.
Fracdo de energia de excitagcdo nédo dissipada na antena que ndo pode ser utilizada para
fotoquimica (Exwuz) p < 0,012 em plantas de Annona emarginata com dano mecanico
(c/DM) e sem dano mecanico (s/DM) e submetida a variacdo de calcio nos tempos 0 (30

min.) 15, 30, 60 e 90 dias. Valores correspondentes as médias + SE (n = 4).
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Figura 3: A. Taxa de assimilacio de carbono (Ane, pmol CO2 m2s1) p < 0,001; B.
Condutéancia estomatica (Gs, mol m2s™) p <0,006; C. Transpiracéo (E, mmol H,O m2s™%)
p <0,002; D. Eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco (Anet/Ci, mol m2stPa ) p <0,001, em
plantas de Annona emarginata com dano mecanico ( ¢/DM) e sem dano mecénico (s/DM)

e submetida a variagdo de célcio (mM), nos tempos 0 (30 min.) 15, 30, 60 e 90 dias. Valores
correspondentes as médias = SE (n = 4).
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Figura 4: Massa seca total (g) p < 0,001 em plantas de Annona emarginata com dano
mecanico (c/DM) e sem dano mecénico (s/DM) e submetido a variacdo de calcio, nos
tempos 0 (30 min.) 15, 30, 60 e 90 dias. Valores correspondentes as médias + SE (n = 4).
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(c/DM) e sem dano mecanico (s/DM) e submetido a variacdo de calcio nos tempos 0 (30
min.) 15, 30, 60 e 90 dias.
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Discussao

Annona emarginata, espécie de crescimento lento, apresenta baixa demanda
nutricional (Baron et al., 2013) e sinais de deficiéncia demoram mais tempo para se
manifestarem, condicédo verificada no presente estudo. Com o tempo, as plantas cultivadas
com auséncia de Ca?* apresentaram morte de gemas apicais, condicdo agravada naquelas
com dano mecénico e nas Gltimas avaliagdes.

A dissipacéo de energia na forma de calor (NPQ) e na forma de fluorescéncia
(Fo), o rendimento quantico efetivo na luz (OPSII), e a taxa de transporte de elétrons na luz
(ETR) foram baixos em plantas cultivadas sem Ca?* e com dano mecanico, que segundo a
literatura pode levar a acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (F. Minibayeva et
al., 2009; Farida Minibayeva, Beckett, & Kranner, 2015). Essas espécies reativas de
oxigénio, geradas por baixa dissipa¢do de energia na forma de calor e fluorescéncia, com
menores taxa de transporte de elétrons na luz (ETR) e rendimento quantico efetivo na luz
(DPSII) podem causar dano aos fotossistemas, condi¢do que esta de acordo com os estudos
em que espécies reativas de oxigénio foram geradas por interrupcdo do fluxo de elétrons
nos fotossistemas (Hochmal, Schulze, Trompelt, & Hippler, 2015; Selmar & Kleinwéchter,
2013). Essa condicdo, no presente estudo, pode justificar assimilacdo de carbono,
condutancia estomatica e transpiragio baixas nas plantas cultivadas sem Ca?* e com dano
mecanico, uma vez que, com a reducdo da taxa de transporte de eletréns (ETR) ocorre
diminuicéo da sintese de NADPH+H™, necessaria para reducdo de COx.

Enquanto alguns estudos demonstram que a presenca de ERO induz cascata de
sinais, com envolvimento do ABA e quinases, que contribui com o fechamento estomatico
(Neill et al., 2008), limitando saida de vapor H20 e entrada de CO., outros revelam que

ERO sinalizam processos fisiol6gicos, que podem acelerar, o crescimento e
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desenvolvimento vegetal. (Schmidt & Schippers, 2015). Neste estudo, as ERO devem ter
atuado tanto na sinalizacdo para fechamento estomatico como no crescimento, uma vez
gue, mesmo com menor condutancia estomatica, as plantas cultivadas sem célcio e com
dano mecéanico revelaram decréscimo acentuado das taxas assimilitoria liquida e de
crescimento relativo e da razdo de area foliar, condi¢des indicativas de rapido crescimento,
que ndo chegam, no entanto, a aumento de massa seca total.

O Fv/Fm, que indica captacdo de luz, ndo variou entre as plantas cultivadas
sem e com Ca?* e sem dano e com mecanico.

Nas plantas cultivadas sem Ca?* e sem dano mecénico maior dissipacdo de
energia na forma de calor (NPQ), maior fluorescéncia minima adaptada ao escuro (Fo) e
menor taxa de transporte de elétrons (ETR) podem indicar que essas plantas apresentaram
danos nos fotossistemas, resultados que estdo de acordo com a literatura (Silva, Silveira,
Ribeiro, & Vieira, 2015).

Além disso, nessas plantas sem Ca?* e sem dano mecénico, menor eficiéncia
quantica (®PSII) ao longo das avaliagdes pode ser indicativo de ndo geracdo de agente
redutor (NADPH+H") suficiente para reducdo do CO, conforme revelam outros estudos
(L. Da Silva, Marchiori, Maciel, Machado, & Ribeiro, 2010). Essa condicdo é confirmada
pela baixa assimilacdo de carbono (A), nas plantas sem Ca®* e sem dano mecanico.
Conforme estudos identificados na literatura, a baixa atividade da enzima NAD quinase
dependente de CaM (Hochmal et al., 2015), na auséncia ou deficiéncia de calcio, pode
explicar menor assimilagio de carbono. A presenca de Ca?* também pode ser importante,
por se tratar de elemento que atua como cofator no centro de evolugdo do oxigénio,
responsével pela manutencdo do fluxo de elétrons na cadeia transportadora de elétrons no

fotossistema 11, P680 (Najafpour, Moghaddam, Allakhverdiev, & Govindjee, 2012).
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Como consequéncia as plantas sem Ca®* e sem dano mecéanico mantiveram
baixa a massa seca total e por tanto, apresentaram paralizacdo de crescimento. Os foto-
assimilados foram utilizados para manutencdo de alguns processos fisioldgicos que
evitaram morte do vegetal, apresentando taxas assimilatoria liquida e de crescimento
relativa praticamente constantes.

As plantas cultivadas com 2 mM de Ca?" e com dano mecénico apresentaram
taxas de rendimento quantico efetivo (®PSII) e¢ de transporte de elétrons (ETR)
semelhantes as apresentadas pelas plantas cultivadas com 4 mM de Ca?* sem dano
mecanico, embora tenham revelado elevada dissipacédo de energia na forma de calor (Diuz).
Maior dissipacédo de energia € mecanismo de protecdo, o que indica que as plantas com 2
mM de Ca?*, mesmo com dano mecanico, apresentaram eficiente fotoprote¢io. A mesma
comparacgao pode ser realizada com a taxa de assimilacdo de carbono das plantas cultivadas
com 2 mM de Ca?* e dano mecénico e 4 mM de Ca?* sem dano mecénico (Hochmal et al.,
2015; Ribeiro, Machado, Santos, & Oliveira, 2009).

Embora as plantas cultivadas com 2 mM de Ca?* e com dano mecanico tenham
apresentado foto-protecdo, revelaram menor massa seca total e indicacéo de que seus foto-
assimilados ndo foram revertidos para o crescimento e desenvolvimento e sim para a
superacdo do dano, uma vez que, as taxas assimilatéria liquida e de crescimento relativo se
mantiveram praticamente constantes.

As plantas cultivadas com 2 mM de Ca?* sem dano mecanico apresentaram de
modo geral baixo coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (NPQ) e elevado rendimento
efetivo quantico, na luz, (DPPSII), que mede a quantidade de energia disponivel para
reducdo do carbono. Essa condicdo pode ter favorecido elevada assimilagdo de carbono,
indicando que 2 mM de Ca?* foram suficientes para que as plantas sem dano mantivessem

sua produtividade quantica (Silva et al., 2015), sem fotoinibi¢do, uma vez que, essas plantas
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apresentaram adequanda utilizagdo do recuso luminoso para producéo de agentes redutores
e assimilacdo de carbono, sem limitacdo da condutancia estomatica.

O rapido decréscimo das taxas assimilatéria liquida e de crescimento relativo
e da razdo de éarea foliar, também indicam boa performance dessas plantas, o que esta de
acordo com estudos realizados com a mesma espécie (Baron et al., 2013).

Assim, 2 mM de Ca?* sio suficientes para garantir crescimento nas plantas sem
dano mecanico e restabelecimento ao dano nas plantas de Annona emarginata a ele
submetidas.

As plantas cultivadas com 4 mM de Ca?* e com dano mecénico apresentaram
maior dissipacao de energia na forma de calor (NPQ) na ultima avaliacdo. Essa dissipacdo
de energia é atribuida a mecanismo de foto-protecdo, de modo a evitar dano aos
fotossistemas (Hochmal et al., 2015; Ribeiro et al., 2009). Tal protecao pode ter contribuido
com a taxa de assimilacdo de carbono que aumentou ao longo do tempo, tendo sido, no
entanto, menor que nas plantas cultivadas com 4 e 2 mM de Ca?" sem dano mecanico.
Deste modo, essas plantas direcionaram seus foto-assimilados para superacdo do dano e
restabelecimento do vegetal, o que pode ser confirmado pela auséncia de crescimento
revelado pelas taxas assimilatoria liquida e de crescimento relativo praticamente
constantes.

As plantas cultivadas com 4 mM de Ca?* e sem dano mecanico apresentaram
elevados taxa de transporte de elétrons (ETR), rendimento quéntico efetivo (®PSII), taxa
de transporte de elétrons na presenca de luz (ETR) e rendimento quéntico efetivo na
presenca de luz (®PSII), condi¢des indicativas de adequado funcionamento dos
fotossistemas na auséncia de dano mecanico, conforme ja constatado na literatura (E. N.
Silva et al., 2015). Maior rendimento quantico efetivo (®PSII) ¢ maior condutincia

estomatica favoreceram maiores taxas de assimilacdo de carbono, dados ja observados em
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outros estudos (Yang et al., 2014). Comparadas as plantas com 4 mM de Ca?* com dano
mecanico, as plantas com 4 mM de Ca®** sem dano mecanico apresentaram maior
crescimento conforme revelam os decréscimos das taxas assimilatoria liquida e de
crescimento relativo e da razdo de area foliar.

De acordo com a literatura, dano mecanico e fotossintese podem gerar ERO
(Minibayeva et al., 2015), que muitas vezes sao eficientemente neutralizadas pelo sistema
antioxidantes enzimatico ou ndo. Acdo desse sistema pode ser confirmada pela avaliacéo
da peroxidacdo lipidica. No presente estudo a auséncia de variacdo expressiva na
concentracdo de malondialdeido, sugere que Annona emarginata possa armazenar calcio
na forma de cristais de oxalato de célcio utilizado quando necessario (Tooulakou et al.,
2016), conforme ja verificado para outras espécies de Annona (Duarte et al., 2015), sem
fornecimento do fon (sem Ca?* com dano), o pode ter contribuido com a sinalizagio e
defesa, garantindo resisténcia ao estresse mecanico, embora outras func@es exercidas pelo
calcio possam ser prejudicadas, conforme revela estudo em que Annona emarginata
apresenta estratégias para superacao de estresse hidrico (Mantoan et al., 2016).

A maior resisténcia das plantas de Annona emarginata ao dano mecanico pode
ser resultado de seu crescimento mais lento, demonstrado pelas taxas de crescimento ndo
tdo acentuadas, com sua paralizacdo quando o célcio foi deficiente e com dano mecanico.

Nessa condicdo, o calcio foi mais eficiente no restabelecimento vegetal.
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Concluséao

Conclui-se que as plantas de Annona emarginata apresentaram resisténcia
ao dano mecanico na presenca de calcio e foram mais sensiveis na auséncia do mineral.

O cultivo da espécie com 2 mM de calcio na solucdo nutritiva completa foi
suficiente para garantir crescimento e restabelecimento do vegetal submetido a dano

mecanico.
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Resumo

O célcio é mensageiro secundario e exerce sua funcdo por variagdo em sua
concentragdo, ou pela interacdo com outras moléculas, como proteinas quinases, espécies
reativas de oxigénio e horménios. O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia da
variacdo de célcio na sinalizacdo de defesa do vegetal ao dano mecénico e sua aclimatacdo
fotossintética. Solanum lycopersicum Micro-Tom cultivada com 0, 2 e 4 mM de Ca®*, na
presenca ou auséncia de dano mecénico foi avaliada em diferentes épocas. Expressao de
genes de estresses, enzimas antioxidantes, peroxido de hidrogénio, peroxidacdo lipidica,
histoquimica de peroxido de hidrogénio, fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e
massa seca dos diferentes 6rgdos foram avaliados. Os resultados sugerem que peroxido de
hidrogénio esta envolvido na resposta ao dano mecanico em plantas sem célcio. Presenca
de calcio foi importante na defesa e aclimatacédo fotossintéica apos dano mecanico e 2 mM
de célcio na solugdo nutritiva foram suficientes para defesa da espécie e superacdo do

estresse causado por dano mecanico.
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Abstract

Calcium is a secondary messenger and exerts its function by varying its
concentration, or by interacting with other molecules, such as protein kinases, reactive
species of oxygen and hormones. The objective of this study was to investigate the
influence of calcium variation on plant defense signaling to mechanical damage and its
photosynthetic acclimatization. Solanum lycopersicum Micro-Tom cultured with 0, 2 and
4 mM Ca?*, with or without mechanical damage was evaluated at different times.
Expression of stress genes, antioxidant enzymes, hydrogen peroxide, lipid peroxidation,
hydrogen peroxide histochemistry, chlorophyll a fluorescence, gas exchange and dry mass
of the different organs were evaluated. The results suggest that hydrogen peroxide is
involved in the response to mechanical damage in plants without calcium. Presence of
calcium was important in the defense and photosynthetic acclimation after mechanical
damage and 2 mM of calcium in the nutrient solution were sufficient for defense of the

species and overcoming the stress caused by mechanical damage.



46

Introducéo

O célcio é elemento indispensavel para o crescimento das plantas e representa
0,1-5% da massa seca. Embora seja abundante na natureza, a deficiéncia pode ocorrer nos
tecidos que crescem rapido onde sdo exigidas elevadas concentracdes. Na sua auséncia
ocorrem sinais de deficiéncia como necrose em folhas jovens e podridao de flor e frutos
(Tang and Luan, 2017).

O ion Caz+ ¢ transportado via xilema e sua regulacédo e distribuicdo na planta
pode ser determinada pelo gradiente de potencial agua em resposta as taxas de transpiracao
e crescimento dos tecidos (Tonetto de Freitas et al., 2014).

O célcio atua como mensageiro secundario exercendo funcdo por meio da
modulacdo de sua concentracdo ou pela interacdo com outras moléculas como proteinas
quinases, espécies reativas de oxigénio e hormonios (Baxter et al., 2013; Gilroy et al., 2016;
Mittler et al., 2011; Takahashi et al., 2011).

Quando ocorre perturbacdo no tecido como consequéncia de dano mecanico,
ha producdo de O e H205, espécies reativas de oxigénio (ERO), moléculas envolvidas em
ampla gama de processos bioldgicos, como crescimento, desenvolvimento e respostas a
estimulos bioticos e abidticos (Baxter et al., 2013; Pandey et al., 2017; Suzuki and Mittler,
2012; Virdi et al., 2015).

Aumento de ERO promove abertura de canais de Ca?* resultando em aumento
desse elemento no citoplasma (Gilroy et al., 2016, 2014; Takahashi et al., 2011). Célcio
atua na ativacdo do Respiratory burst oxidase homologs-D (RBOHD), proteina
responsavel pela formacéo e propagacdo de uma onda de ERO do tecido estimulado para
0 ndo estimulado durante o estresse (Gilroy et al., 2016; Stael et al., 2015).

Aumento momentéaneo de calcio no citoplasma, cria a oscilacdo responsavel
pela ativacdo de proteinas como calmodulinas (CaMs), CaM-likes, calcinerina B-like e

proteinas quinases dependentes de calcio (CDPKSs) (Bouché et al., 2002). Niveis elevados
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de Ca?*e ERO proporcionam na célula a ativacéo da quinase MPK que se liga a um fosfato
e a calmodulina dependente de calcio, para regular o acimulo de ERO provenientes de
estresse (Takahashi et al., 2011).

Em frutos de tomate, calmodulina dependente da expressdo do gene SICaM2,
é dependente, entre outros fatores, de dano mecanico. Os genes SICaMs séo ativados de
forma diferente por JA em folhas e frutos, sendo portanto, sua expresséo especifica de cada
tecido (Peng et al., 2014).

As calmodulinas apresentam importante papel na sinalizacdo e ativacdo de
quinases em resposta ao estresse (Yang and Poovaiah, 2002). Entre as quinases, MAPKs
constituem mddulos de sinalizacdo conservados em eucariotos, ligando a percepcédo de
estimulos a respostas celulares. Sua sinalizacdo combina pelo menos trés proteinas
quinases, MAP3K, MAP2K e MAPK, ativadas de modo sequencial e dependente de
fosforilacdo (Colcombet and Hirt, 2008).

Nas plantas, as cascatas MAPK foram caracterizadas principalmente pela
deteccdo de patdgenos, mas também foram ativadas por estiagem, salinidade, frio,
ferimento, o0z6nio, ERO e estimulos hormonais, bem como por processos de
desenvolvimento, como divisdo e diferenciacdo celular ou abscisdo (Danquah et al., 2014;
Zelicourt et al., 2016).

Entre as quinases, as MPK1 e MPK?2 sdo ativados por ABA e estabelecem conexao
direta entre ABA e MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases — Proteina quinase ativada
por mitégeno). MPK1 e MPK2 em Arabidopsis, sdo ativados por estresses induzido por
ferimento, aplicacdo de horménios ABA, JA ou H20. (Colcombet et al., 2016).

Aumento nos niveis de transcricdo de MPK1 e MPK2 em tomate inoculado
com virus do mosaico do tabaco foi induzido em condigdes de estresse por frio, paraquat

e seca. Silenciamento do gene RBOH1 reduziu em 70% a expressdo dos genes MPK1 e



48

MPK2, sugerindo que H202 no apoplasto é essencial para a ativacdo de MPK1 e MPK2
(Zhou et al., 2014).

Aplicacdo de calcio ativa calmodulina (Yang and Poovaiah, 2002) que
proporciona melhor coordenacao e ativacdo de enzimas antioxidantes e reduz peroxidacéo
lipidica, o que permite a tolerancia ao estresse, como induzido por niquel (Siddiqui et al.,
2012, 2011; L. Xu et al., 2013). O calcio sinaliza a transducao de sinal para expressao
génica e ativacao de respostas bioquimicas, o que permite a neutralizacdo das espécies
reativas de oxigénio pelas enzimas antioxidantes de forma mais rapida e eficiente,
protegendo os fotossistemas e mantendo a taxa fotossintética elevada (YYang et al., 2014).

Em Pennisetum americanum (L.) K. Schum, célcio ex6geno minimizou a
fotoinibicdo da FSII, pois restaurou os tecidos com clorofila, manteve elevada a
expressao da proteina D1 e regulou a glutamina-S-transferase (Erinle et al., 2016).

Deficiéncia de calcio em milho e tomate interferiu com o fluxo de elétrons,
uma vez que desestabilizou o complexo de evolugdo do oxigénio e ocasionou maior
dissipacdo de energia (Kalaji et al., 2014).

O Micro-Tom (MT) é planta modelo para estudos de expressao genica em
processos fisioldgicos (Aoki et al., 2010). Essa espécie de crescimento rapido pode ser
utilizada para investigar expressao genica na sinalizacdo, restabelecimento e aclimatacéo
fotossintética do vegetal ap6s dano mecanico.

O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia da variacdo de calcio na

sinalizacdo de defesa ao dano mecénico e aclimatacéo fotossintética.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Departamento de Botéanica, do Instituto de

Biociéncias, UNESP, Campus de Botucatu/SP, em casa de vegetagdo tipo “Paddy Fan”
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com temperatura mantida em 26°C * 2°C, coordenadas geograficas 48°24°35”” O e

22°49°10°" S, a 800 m acima do nivel do mar.

Espécie vegetal e cultivo

Sementes de Solanum lycopersicum “cv Micro—Tom”, cedidas pelo professor
Dr. Lazaro E. P. Peres, foram germinadas em bandejas conforme manual de cultivo (Pino
and Peres, 2010).

Plantas jovens de tomate Micro—Tom, com 5 cm de altura, foram cultivadas
em solugdo nutritiva, contendo 4 mM de Ca®* (tratamento controle) e solucdo nutritiva
modificada para fornecimento de concentragdes iguais a 2 e 0 mM de Ca?* (Tabela 1). Sete
dias depois as plantas foram submetidas a dano mecénico por meio de seccdes realizadas
com tesoura nos limbos foliares sem remocéo das folhas (Figura 1). A partir da realizacao
do dano mecéanico as plantas foram mantidas nas mesmas solugGes e avaliadas
imediatamente, minutos, horas e dias depois. A expressdo genica foi avaliada aos 30
minutos, 3, 6 e 24 horas apds realizacdo do dano mecénico. Determinacfes bioquimicas
foram realizadas aos 0, 7, 14 e 21 dias. Avaliagdes de massa seca foram realizadas aos 7,
14, 21 e 28 dias e de histoquimica aos 30 minutos e 21 dias ap0s realizacdo do dano
mecanico. As avaliacOes fotossintéticas foram realizadas aos 0, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s
realizacdo do dano mecénico.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro
repeticdes, em esquema fatorial 3x2x5, ou seja, 0, 2 e 4 mM de Ca?*, presenca e auséncia
de dano mecénico e epocas de avaliagdo que variaram, quando as plantas morreram como

resultado do tratamento, segundo as determinagdes realizadas.
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4 mM de Ca?*sem
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Figura 1: Solanum lycopersicum “cv Micro-Tom” cultivado com 4 mM de Ca?* com (A) e sem

(B) dano mecanico.

Tabela 1. Composicéo da solucéo nutritiva n°2 de Hoagland e Arnon e variacao de célcio
para cultivo das plantas de Annona emarginata (SCHLTDL.) H. Rainer

Concentracéo de Ca*? (mM) 4 2 0
Macronutrientes Solugéo estoque (M) Solugéo nutritiva (ml L)
NHsH2PO4 115,05 1,0 1,0 1,0
KNO3 101,10 6,0 6,0 6,0
Ca(NO3)2.4H.0 236,16 4,0 2,0 0
Mg(S04).7H20 246,50 2,0 2,0 2,0
NHsNO3 80,04 0 2,0 4,0
Micronutrientes Solucdo estoque (g LY 1,0 1,0 1,0
H3BO3 2,869
MnCl,.4H,0 1,81¢
ZnS04.7H20 0,22 g
CuS04.5H0 0,08 g
H2M004.H20 0,02 g
Solucéo *Fe-EDTA Solucdo estoque (g L) 1,0 1,0 1,0
C10H14N20gNa,.2H.0 26,10 g
FeS04.7H20 24,90 g

*Solucdo catalizada por 265,00 mL NaOH (M)
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Expressao génica

A expressao dos genes RBOHL1 (respiratory burst oxidase homolog 1), MPK1
(encoding mitogen-activated protein kinase 1), MPK2 (encoding mitogen-activated protein
kinase 2) e Solanum lycopersicum calmodulina 2 (SICaM2) (Tabela 2.) foi avaliada aos 30
minutos, 3, 6 e 24 horas ap0s a realizacdo do dano mecanico nas plantas cultivadas sem
célcio e com 2 mM Ca*? com e sem dano mecanico. Para tanto, folhas foram coletadas as
9 horas, acondicionadas em sacos plasticos, embaladas em papel aluminio e congeladas em
nitrogénio liquido, para paralisacdo imediata de todas as reacdes metabdlicas. Essas
amostras foram armazenadas em ultra freezer a -80°C e até as avalia¢es.

O estudo da expressdo génica foi realizado por Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real. O RNA extraido foi utilizado para confeccdo de cDNA, por
transcricao reversa. A transcri¢do reversa foi realizada utilizando-se kits (Promega®) de
extracao, de conversao de RNAmM em cDNA e syber para PCR. A técnica Real Time - PCR
utilizou mistura de cDNA, primer forward e primer reverse, desenhados especificamente
para os genes de interesse, RBOH, MPK1, MPK2 e SICaM2 (Peng et al., 2014; Zhou et al.,
2014), e iQ SYBR Green supermix (produto fluorescente). O protocolo de amplificacao,
gue passou por ajustes para melhor desempenho dos primers, foi de 3 min a 95° C e 40
ciclos de 15 segundos a 95° C e 1 min a 60° C, seguido por 1 min a 95° C e 1 min a 55° C.
A presenca ou auséncia de transcrito (mMRNA) foi determinada pela reacdo de PCR em
tempo real com detector de fluorescéncia acoplado a termociclador e a computador, com
software especifico. O método 2-24¢t foi utilizado para o célculo do nivel de expressdo
génica (MRNA) dos genes selecionados. Genes, ja descritos na literatura, que tém
expressao constitutiva foi utilizado como normalizador gene Actin — 185 pb. Trés
repetices biologicas para cada tratamento e trés repeticdes técnicas para cada repeti¢do

bioldgica foram utilizadas.



52

Tabela 2. Primers usados na quantificacdo em tempo real (QRT-PCR).

Gene Oligonucleotides Gene ID Referéncia

RBOH1F  5-GGAGCTCCAGCACAAGATTA-3’ 51080081690
RBOH1R 5-CTTGTTGCAGCACTCATGTC-3’ g

MPK1 F 5’- GCTGACAGATTGTTGCAGGT -3’ S112g019460 (Zhou et al.,
MPK1 R 5°’- TCCACCCCATAAAGATACATCA -3° 2014)
MPK2 F 5’-TACTCGCTCGTTTGCTGTTG -3’ 51089014420

MPK2 R 5’- TTGGAGTACAGGAAAACAATGG -3’

SICaM2- F  5’- TCTGAGGAGGAGTTGAAAGAGG- 3’ Solyc10g081170 (Pengetal.,
SICaM2-R 5’-TCAACATCAGCTTCCCTAATCA-3’ 2014)
Actin F 5’-GGGATGATATGGAGAAGATATGG-¥ Actina -185 pb (Gonzalez et
Actin R 5’-AAGCACAGCCTGGATAGC-3’ al., 2011)

Atividade das enzimas antioxidantes, superoxido dismutase, peroxidase,
catalase e ascorbato peroxidase e quantificacdo de perdxido de hidrogénio e
peroxidacdo lipidica

As folhas foram coletadas, entre 9 e 11 horas, acondicionados em sacos
plasticos, embaladas em papel aluminio e congeladas em nitrogénio liquido, para
paralisacdo imediata de todas as reac6es metabolicas e armazenadas em freezer a -20°C até
a avaliacéo.

A extracdo das enzimas antioxidantes e proteinas foi realizada de acordo com
metodologia proposta por Kar e Mishra (1976). O extrato obtido foi separado em
microtubos e armazenado a -20°C para posterior determinacdo. Foram determinadas as
atividades das enzimas superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) (Misra and Gupta, 2006);
peroxidase total (POD, EC 1.11.1.7) (c), catalase (CAT, EC: 1.11.1.6) (Peixoto et al., 1999)
e ascorbato peroxidase (APX, EC: 1.11.1.1) (Nakano and Asada, 1981). Proteinas totais
foram quantificadas segundo Bradford (1976), peroxidacao lipidica, de acordo com Rama

Devi e Prasad (1998) e peroxido de hidrogénio conforme Alexieva et al. (2001).
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Analise histoquimica do peroxido de hidrogénio
Teste histoquimico foi realizado em sec¢des anatdmicas para localizacdo de
peroxido de hidrogénio com 3,3'- diaminobenzidina (DAB), segundo técnica descrita por

(Thordal-Christensen et al., 1997).

Fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e biomassa vegetal

Em folhas totalmente expandidas, localizadas proximas ao dano mecanico e
acondicionadas no escuro, durante 30 minutos foram determinadas medidas de
fluorescéncia da clorofila a com fluorémetro portétil de pulso de amplitude modulada (Jr
PAM, Walz) sob irradiancia saturante 1150 DFFFA, entre 9 e 11 horas.

Foram determinados fluorescéncia minima adaptada ao escuro (Fo), eficiéncia
quantica potencial (Fv/Fm) definida pela relagdo entre eficiéncia variavel (Fv) e maxima
(Fm) e eficiéncia quantica efetiva do FSII (®PSII), coeficiente de extin¢do ndo fotoquimico
da fluorescéncia [NPQ = (Fm-Fm’) /Fm’] ou seja, energia dissipada na forma de calor,
taxa de transporte de elétrons (ETR = DFFF * AF/Fm’ * 0,5 * 0,84), coeficiente de extingéo
fotoquimico da fluorescéncia (qL), fracdo de luz absorvida pela antena FSII que é dissipada
como calor (D) e fracdo de energia de excitagdo ndo dissipada na antena, que ndo pode ser
utilizada para a fase fotoquimica (Ex).

As avaliagOes de fluorescéncia da clorofila a na luz e de trocas gasosas foram
realizadas no mesmo horario e em folhas nas mesmas condicgdes, utilizando-se
equipamento de sistema aberto de fotossintese com analisador de CO2 ¢ vapor d’agua por
radiacdo infravermelha, com fluordbmetro acoplado (Infra Red Gas Analyser — IRGA,
modelo GFS 3000 FL, Walz). Entre as variaveis de fluorescéncia foram determinados

rendimento quantico efetivo (®PSII), taxa de transporte de elétrons (ETR), eficiéncia do
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fotossistema Il (Fv'/Fm"), fracdo de luz absorvida pela antena FSII que € dissipada como
calor (D), fragcdo de energia de excitacdo ndo dissipada na antena que ndo pode ser utilizada
para a fase fotoquimica (Ex), quenching fotoguimico, dissipacdo fotoquimica (gL). Entre
as variaveis de trocas gasosas, taxa de assimilacdo liquida de CO; (A, umol CO, m? s?),
taxa de transpiracio (E, mmol vapor d’agua m™ s!) e condutancia estomatica (Gs, mol m
s'1) foram avaliadas. A eficiéncia do uso da agua (EUA, pmol CO, (mmol H20)?) foi
determinada pela relacdo entre a taxa de assimilacéo liquida de CO; e a taxa de transpiracao
(AJE) e a eficiéncia instantdnea de carboxilacdo da enzima ribulose 1,5-difosfato
carboxilase (Rubisco) foi calculada pela relacdo da taxa de assimilacdo liquida de CO2 e
concentracéo interna de CO> na folha (A/Ci) (Zhang et al., 2001).

A massa seca total e dos diferentes 6rgaos do vegetal foram avaliadas, além da

determinacéo da area das laminas foliares.

Anélise estatistica

A homogeneidade das variaveis foi testada utilizando-se o teste de Levene. Foi
realizado ajuste em modelo misto, para diluir o efeito das parcelas perdidas, seguido de
analise de variancia (Anova de trés fatores) para peroxidacdo lipidica e peroxido de
hidrogénio, utilizando-se funcdo Ime do pacote nlme (R 3.5.1 Core Team). As demais
varidveis foram submetidas a analise de variancia (Anova trés fatores) e as médias foram

comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (SigmaPlot 12.0).

Resultado

Expressdo dos genes RBOH1, MPK1, MPK2 e SICaM2

Esses genes apresentaram maior expressao 6 horas apds o dano mecanico.
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As plantas cultivadas sem Ca?" e com dano mecénico apresentaram maior
expressao do gene RBOHIL(respiratory burst oxidase homolog 1), na maioria das
avaliacdes. Auséncia de célcio e dano aumentou a expressdo de RBOH1 (Fig. 2).

Seis horas apds o dano mecanico, 0 gene MPK1 apresentou maior expressao
nas plantas cultivadas com e sem Ca?* e com dano mecénico. Dano mecanico aumentou a
expressao de MPK1 (encoding mitogen-activated protein kinase 1) (Fig. 2).

O gene MPK2 revelou-se com maior expressdo 6 horas apds o dano mecanico
nas plantas cultivadas com Ca?* e com dano mecanico e 24 horas ap6s 0 dano mecanico
nas plantas cultivadas sem Ca?" e com dano mecanico. Calcio adiantou a expressdo de
MPK?2 (Fig. 2).

O gene SICaM2 apresentou maior expressio nas plantas com Ca?* e com dano
mecanico, 6 horas ap6s o dano. Calcio e dano mecanico contribuiram com aumento de

siCaMz2 (Fig. 2).

Atividade das enzimas antioxidantes, superédxido dismutase, peroxidase, catalase e
ascorbato peroxidase e quantificacdo de peroxido de hidrogénio e peroxidacéo
lipidica

As plantas cultivadas sem Ca?" (0 mM de Ca?') apresentaram maiores
atividades das enzimas SOD, POD e APX, de maneira geral, maiores quando submetidas a
dano mecanico. Com 2 e 4 mM de Ca?* independente do dano, de modo geral, ndo houve
variacao da atividade dessas enzimas (Fig. 3).

As maiores atividade da enzima CAT foram identificadas em plantas cultivadas
sem célcio e com 4 mM de Ca?* com e sem dano (Fig. 3).

As plantas cultivadas com 2 e 4 mM de Ca?* independente do dano mecénico

ndo apresentaram variagdo na concentracdo de peroxido de hidrogénio e revelaram as
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menores concentragdes. Ja as cultivadas sem Ca?* e com dano mecénico apresentaram
maior concentracao de peroxido de hidrogénio imediatamente ap0s o dano, que se revelou
menor ou ndo variou nas demais avaliacGes (Fig. 4).

A peroxidacdo lipidica foi maior nas plantas cultivadas sem célcio, em especial
naquelas sem dano. Entre as plantas cultivadas na presenca de calcio a lipoperoxidacéo foi
maior naquelas com 4 mM e dano mecanico (Fig. 5).

Deve se salientar que entre as plantas cultivadas na auséncia de calcio e com

dano mecanico resistiram mais tempo a deficiéncia (Fig. 6 e 7).

Analise histoquimica do peroxido de hidrogénio

Trinta minutos apos a realizagdo do dano mecanico, as plantas cultivadas sem
calcio, com e sem dano, apresentaram marcagdes discretas pelo reativo 3,3'-
diaminobenzidina (DAB), sendo restritas as paredes de células parenquimaticas da
endoderme na face abaxial do limbo, das células do floema e dos elementos de vasos da
nervura principal e nas nervuras de menor calibre (Fig. 8 a-d). Nessas condi¢fes nao foi
observada marcacdo nas células do mesofilo.

Nas plantas cultivadas com 2 mM de Ca?" e sem dano mecanico, ocorreu
marcacdo no interior de algumas células do parénquima palicaddico e do parénquima
lacunoso (Fig. 8 e). A marcacdo por DAB foi intensa nas paredes celulares dos elementos
de vasos da nervura principal (Fig. 8 f) e das de menor calibre.

Plantas cultivadas com 2 mM de Ca?* e com dano mecénico, revelaram
marcacdo de peroxido de hidrogénio no interior de algumas células do parénquima
palicadico e lacunoso (Fig. 8 g) e das células da cabeca de tricomas glandulares (Fig. 8 h).

Marcagdes na parede dos elementos de vasos da nervura principal (Fig. 8 h) e nas de menor
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calibre foram observadas. Nesse tratamento as marca¢cdes com DAB se mostraram mais
intensas que nos tratamentos anteriores.

Aos 21 dias, as plantas cultivadas sem Ca?* e sem dano mecanico apresentaram
marcacdo sutil para peroxido de hidrogénio no interior de algumas células do parénquima
palicadico (Fig. 9 a) e nas paredes dos elementos de vaso da nervura principal (Fig. 9 b) e
nas de menor calibre.

As plantas cultivadas sem Ca?* e com dano mecanico apresentaram marcacgio
nas paredes dos elementos de vaso das nervuras de menor calibre (Fig. 9 c) e da nervura
principal (Fig. 9 d). Marcacéo foi detectada no interior das células da cabeca dos tricomas
glandulares (Fig. 9 d).

Plantas cultivadas com 2 mM de Ca?* e sem dano mecénico apresentaram
marcacdes intensas para peroxido de hidrogénio nas paredes celulares dos elementos de
vasos da nervura principal (Fig. 9 f) e nas de menor calibre. Ndo foram observadas células
parenquimaticas marcadas no mesofilo (Fig. 9 e).

Nas plantas com 2 mM de Ca?* e com dano mecénico, as marcacbes do
perdxido de hidrogénio por DAB foram mais intensas e generalizadas. As marcac6es foram
evidentes nas células da cabeca dos tricomas glandulares (Fig. 9 g), no interior das células
do parénquima palicadico e lacunoso (Fig. 9 g) e nas paredes dos elementos de vaso da
nervura principal (Fig. 9 h) e das nervuras de menor calibre.

Secc0es transversais da regido do mesofilo (Fig. 10 a) e da nervura principal (Fig.

10 b) do limbo foliar de Solanum lycopersicum “cv Micro—-Tom” sem tratamento por DAB.

Fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e biomassa vegetal

Plantas de tomate cultivadas com 0 de Ca?" com e sem dano mecanico

apresentaram o mesmo desempenho da fluorescéncia da clorofila a.
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As plantas cultivadas com 2 e 4 mM de Ca?* com e sem dano mecanico
apresentaram o mesmo desempenho da fluorescéncia da clorofila a. (Fig. 11 e 12).

Plantas de Solanum lycopersicum cv Micro—Tom cultivadas sem Ca?* (0 mM
Ca?"), com e sem dano mecanico, em relacio as demais, apresentaram, no escuro,
decréscimos das eficiéncia quantica efetiva (®PSII), taxa de transporte de elétrons (ETR),
eficiéncia quantica potencial (Fv/Fm) e eficiéncia do FSII (Fv’/Fm’) ao longo do tempo,
sendo elevada a fracédo de luz absorvida pela antena FSII e dissipada como calor (D) (Fig.
11). Na presenca de luz, as plantas sem Ca?* (0 mM Ca?*), com e sem dano mecanico
revelaram eficiéncia do FSII (Fv’/Fm’), quenching fotoquimico (gL), taxa de transporte de
elétrons (ETR), eficiéncia quéantica efetiva (®PSII), fragdo de energia de excitagdo nédo
dissipada na antena e ndo utilizada na fotoquimica (Ex) mais baixos, sendo a fracao de luz
absorvida pela antena FSII e dissipada como calor (D) mais elevada (Fig. 12). Plantas de
tomate cultivadas com 2 e 4 mM de Ca?* com e sem dano mecanico apresentaram
coeficiente de extin¢do ndo fotoquimico (NPQ) elevado, ao longo das avaliagc6es (Fig. 11).

As plantas cultivadas sem Ca?* (0 mM Ca?*), com e sem dano mecanico, em
relacdo as demais, apresentaram baixas assimilacdo de carbono (A), condutancia estomatica
(Gs), transpiracdo (E), eficiéncia do uso da dgua (EUA) e eficiéncia de carboxilacdo da
rubsico (A/Ci) e elevada concentracdo de carbono intracelular (Ci) (Fig. 13), condi¢des que
contribuiram para menor area foliar e menores massas secas de raiz, caule, folha, flor, fruto
e total nessas plantas (Fig. 6, 7 e 14).

Cultivadas com 2 e 4 mM de Ca?" e sem dano mecanico, as plantas
apresentaram taxa de assimilacdo de carbono, eficiéncia de carboxilagdo da rubsico e
eficiéncia do uso da agua semelhantes e revelaram, ao final das avaliagdes, resultados de
massas secas de fruto, caule e total também semelhantes (Fig. 13 e 14). A massa seca de

folha e raiz foi maior nas plantas cultivadas com 4 mM de Ca?* (Fig. 14).
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Plantas com 2 e 4 mM de Ca®" e com dano mecanico apresentaram taxa de
assimilacdo de carbono, eficiéncia de carboxilagdo da rubisco e eficiéncia do uso da dgua
baixos em relacdo as plantas sem dano mecéanico, tendo sido baixas as massas secas de
caule, fruto e total (Fig. 13 e 14).

Dessa forma, os resultados demostram que as plantas com dano mecénico na
auséncia de calcio apresentaram desempenho fotossintético diferente daquelas com dano
mecanico na presenca do calcio, sendo o Ex, na luz, das plantas com 0 mM Ca?* e com
dano mecénico baixo e nas plantas com 4mM de Ca?* e com dano mecanico elevado aos 0
e 21 dias apos realizacdo do dano mecanico. Ja o A/Ci das plantas com 0 mM Ca?* e com
dano mecénico foi maior que o das plantas com 0 mM Ca?* e sem dano mecénico aos 7
dias apds o dano mecénico. Essa variavel nas plantas com 2 e 4 mM Ca?* e com dano
mecanico foi menor quando comparado ao das plantas com mesma concentracdo de célcio

e sem dano mecanico, aos 14, 21 e 28 dias ap6s 0 dano mecanico.
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Figura 2: Expressdo dos genes, A. SICaM 2 calcio p < 0,044 e dano p < 0,029, B. RBOH1
calcio p < 0,006 e dano p < 0,040, MPK1 Coleta : dano < 0,001 e MPK2 Coleta : dano :
calcio p < 0,002 em plantas de Solanum lycopersicum “cv Micro-Tom” cultivadas com
variacdo de célcio (mM) e com (c/DM) ou sem dano mecéanico (s/DM). Valores
correspondentes as médias + SE (n = 3).
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Figura 3: Atividade das enzimas antioxidantes, A. Superoxido dismutase (SOD) Coleta :
dano : célcio p < 0,001, B. Catalase (CAT) coleta : dano : calcio p < 0,033, C. Peroxidase
(POD) coleta : célcio p < 0,002 e coleta : dano p < 0,001 e D. Ascorbato peroxidase (APX)
coleta : calcio p < 0,001, em plantas de Solanum lycopersicum “cv Micro—Tom” cultivadas
com variacgdo de calcio (mM) e com (¢/DM) ou sem dano mecanico (s/DM), nos tempos 0
(30 min), 7, 14 e 21 dias. Valores correspondentes as médias + SE (n = 4).
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Figura 4: Concentracdo de peroxido de hidrogénio (H20.). A. coleta no tempo 0 (30
minutos ap6s o0 dano mecanico), B. coleta aos 7 dias ap6s o dano mecéanico, C. coleta aos
14 dias apds o dano mecénico e D. coleta aos 21 dias ap6s o0 dano mecéanico em plantas
de  Solanum lycopersicum “cv Micro—Tom” cultivadas com varia¢ao de calcio (mM) e
com (¢/DM) ou sem dano mecéanico (s/DM). Coleta: dano: célcio p < 0,0005
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Figura 5: Peroxidacdo lipidica (expresso pela formacdo de malonaldeido). A. coleta no
tempo 0 (30 minutos apds o dano mecanico), B. coleta aos 7 dias apds o dano mecanico,
C. coleta aos 14 dias ap6s 0 dano mecanico e D. coleta aos 21 dias apds o0 dano mecénico
em plantas de Solanum lycopersicum “cv Micro—Tom” cultivadas com variagdo de calcio
(mM) e com (c/DM) ou sem dano mecanico (s/DM). Coleta: célcio p < 0,0001;
dano:calcio p < 0,0220.
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Figura 7: Solanum lycopersicum “cv Micro-Tom” cultivadas com variacéo de calcio, aos
21 dias apds dano mecénico. A. sem célcio sem dano, B. 2 mM de célcio sem dano, C. 4
mM de célcio sem dano mecéanico (s/DM); D. 0 mM de célcio com dano, E. 2 mM de calcio
com dano e F. 4 mM de célcio com dano mecénico (c/DM)
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Figura 8. Fotomicrografias de segdes transversais do limbo foliar de Solanum
lycopersicum “cv Micro—Tom” tratadas com 3,3’- diaminobenzidina (DAB) aos 30 minutos
apos aplicagdo do dano mecanico. a-b. auséncia de Ca?* sem dano mecénico. c-d. auséncia
de Ca?* com dano mecanico. e-f. 2 mM de Ca®* sem dano mecénico. g-h. 2 mM de Ca?*
com dano mecénico. a, c, e, g. regido do mesofilo. b, d, f, h. nervura principal. Pp —
Parénquima Palicadico; PI- Parénquima lacunoso; En- endoderme; Xi — Xilema; FI —
Floema. Barras: (a, b, ¢, e, g =100 um); (d, f, h =150 um).
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Figura 9. Fotomicrografias de seccdes transversais do limbo foliar de Solanum
lycopersicum “cv Micro—Tom” tratadas com 3,3’- diaminobenzidina (DAB) aos 21 dias
apos aplicacdo do dano mecanico. a-b. auséncia de Ca?* sem dano mecénico. c-d.
auséncia de Ca?* com dano mecanico. e-f. 2 mM de Ca?* sem dano mecanico. g-h. 2
mM de Ca?* com dano mecanico. a, ¢, e, g. regido do mesofilo. b, d, f, h. nervura
principal. Pp — Parénquima Palicadico; PI- parénquima lacunoso; Xi — Xilema; Fl-
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2] (b)

Figura 10. Fotomicrografias de seccdes transversais do limbo foliar de Solanum

lycopersicum “cv Micro-Tom” sem aplicagdo de 3,3'- diaminobenzidina (DAB). a.
regido do mesofilo. b. nervura principal. Pp — Parénquima Pali¢adico; PI- parénquima
lacunoso; Xi — Xilema; FI- floema. Barras: (a =100 pm); (b =150 um)
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quantica potencial do PSII (Fv/Fm) coleta : dano : célcio p < 0,007; E. Fluorescéncia minima
adaptada ao escuro (Fo) coleta : calcio p < 0,028 e coleta : dano p < 0,001; F. Coeficiente de
extingdo nao fotoquimico da fluorescéncia (NPQ) coleta : dano : calcio p < 0,033; G. Frac¢do de luz
absorvida pela antena PSII que é dissipada como calor (D) coleta : dano : calcio p < 0,047; H.
Fracdo de energia de excitagdo ndo dissipada na antena que ndo pode ser utilizada para fotoquimica
(Ex) coleta : calcio p < 0,001de plantas de Solanum lycopersicum “cv Micro-Tom” cultivadas com
variacdo de célcio e com (c/DM) ou sem dano mecanico (s/DM), acondicionadas no escuro, N0s
tempos 0 (30 min), 7, 14 e 21 dias. Valores correspondentes as médias + SE (n = 4).
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Valores correspondentes as médias + SE (n = 4).



20

= =
w o 7]

A (pmol CO2 m-2s-1)

(=]

600

500

400

300

200

Ci (Imol CO2mol-1 ar)

10

(=]

-~

EUA (pmol CO2 (mmol H20)-1)
N

71

250

B ddaa
nialade A0
il

Gs (mol m-2s-1)

w

N
n

[
n

[

E (mmol H20 m-2s-1)
N

0 7 14 21
Titulo

©

o 01
n

3 0.08

Z 006
S

£0.04

A - [ﬂr % 0.02
0 7 [PT 14 21 =]

< 0 ==
0 7 14 21 28
0.02
Dias ap6s o dano mecanico Dias ap6s o dano mecanico

00 mM s/DM 00 mM c/DM 2 mM s/DM 02 mM c¢/DM 04 mM s/DM B34 mM ¢/DM

Figura 13 A. Taxa de assimilagdo de carbono (A) Coleta: dano: calcio p < 0,005; B.
Condutancia estomatica (Gs) calcio p < 0,001; C. Carbono intracelular (Ci) Coleta: dano:
calcio p< 0,001; D. Transpiracéo (E) célcio p <0,001; E. Eficiéncia do uso da agua (EUA)
coleta : célcio p < 0,001; F. Eficiéncia de carboxilagdo da Rubisco (Anet/Ci) Coleta : dano :
calcio p < 0,016 de plantas de Solanum lycopersicum “cv Micro-Tom” cultivadas com
variacdo de célcio e com (c/DM) ou sem dano mecanico (s/DM), nos tempos 0 (30 min),
7, 14 e 21 dias. Valores correspondentes as médias = SE (n = 4).



Area foliar, dm?
- ~N w » w [=)] ~ =] [v-]
o o o o o o o o o

o

0.15

Massa seca de flor, g

o
o 2
Q=

o

Massa seca de caule, g
I N
i n 9 [

o
n

o

Massa secatotal, g
o - ~N w - w (= ~ (==} o

72

>
@

——
H—

0.8

o 000

25

Massa seca de folha, g

15

] 11| T W

YRRy

% G 00 mM s/DM 02 mM s/DM A0 mM c¢/DM

Massa secade fruto, g

N
n

=
N
=

[
n

[

Massa secaderaiz, g

o
n

02 mM c¢/DM 04 mM s/DM B4 mM ¢/DM

i

Dia ap6s o dano mecanico

28

Figura 14 A. Area foliar ( dm?) calcio p< 0,001; B. Massa seca foliar (g) ) coleta : calcio
p< 0,001 e coleta : dano p< 0,010 ; C. Massa seca de flor (g) coleta : calcio p < 0,001; D.
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Micro-Tom” cultivadas com varia¢ao de calcio ¢ com (¢/DM) ou sem dano mecénico
(s/DM). Valores correspondentes as medias + SE (n = 4).
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Discusséo

Plantas de Solanum lycopersicum “cv Micro-Tom” na auséncia de Ca?*
apresentaram sinais de deficiéncia nutricional, revelaram necrose foliar e morte de gemas
apicais, conforme bem documentado em estudos anteriores em que deficiéncia de calcio
ocorrendo em tecidos de crescimento rapido, onde sdo exigidas elevadas concentracfes
desse elemento, podem levar a necrose em folhas jovens e podrid&o de flores e frutos (Tang
and Luan, 2017).

As plantas cultivadas sem Ca®* e com dano mecanico apresentaram maior
expressao do gene RBOH1 aos 6 e 24 horas ap6s o dano mecénico. Estudos encontrados
na literatura revelam que esse gene é ativado pelo calcio e a proteina que ele expressa é
responsavel pela producdo e controle das espécies reativas de oxigénio envolvidas com a
sinalizagéo e propagacédo do sinal na planta (Li et al., 2015). Esses estudos sugerem que
RBOHL1 estd envolvido com sinal sistémico, rapido, de célula a célula induzido pelo
ferimento. Esse sinal acompanhado e dependente da producéo e acumulagdo de H2O> nos
espacgos extracelulares (Suzuki and Mittler, 2012) pode ser convertido em sinal radial,
propagado entre células do xilema, pela liberacdo do Ca?*, a partir do transportador GLRs
(glutamate receptor-like channels), mecanismo que pode interligar sinais gerados pelo
Ca?* e ERO (Steinhorst and Kudla, 2014).

Além disso, a resposta da marcagao de H>O por 3,3'- diaminobenzidina (DAB)
sugere propagacao do sinal via xilema, em plantas sem célcio e com dano mecanico,
condicdo que permite sugerir que ativacdo do gene RBOHL1 e propagacéo de sinal pode
depender e estar ligada a presenca de espécies reativas de oxigénio, na auséncia de célcio.

Nessas mesmas plantas, maior concentracdo de H.O> contribuiu com a
sinalizacdo de mecanismos de defesa, com expressdo de MPK1 e MPK2, genes relatados

na literatura com envolvimento no reconhecimento e superagdo do estresse (Danquah et
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al., 2014; Zelicourt et al., 2016). Esses genes transcrevem quinases MPK1 e MPK2
envolvidas com ativacdo de enzimas antioxidantes, 0 que pode explicar maior atividade
das enzimas antioxidantes nas plantas cultivadas sem calcio e com dano mecanico.
Silenciamento de MPK1 e MPK2, resultou na diminuicdo dos niveis de transcricdo de Cu/
Zn-SOD, cAPX, GR1 e CAT1 (Zhou et al., 2014).

Maior atividade da SOD, POD e Apx aos 21 dias ap0s o dano mecéanico pode
explicar o maior tempo de sobrevivéncia das plantas submetidas ao dano mecanico mesmo
sem Ca?",

Considerando, portanto, as plantas cultivadas sem calcio e submetidas a dano
mecanico, conclui-se que a auséncia do mineral pode ter influenciado na ativacdo da
calmodulina necessaria para a ativacdo da MPK2 e de catalase, com baixa atividade nessas
plantas, logo ap6s o dano mecanico, e a primeira a neutralizar H20,.. Mesmo tendo
aumentado ao longo das avaliacdes, a catalase ndo controlou a concentracdo de H>O2 nessas
plantas, confirmada pela presenca de perdxido de hidrogénio no tecido vegetal marcado
com 3,3'- diaminobenzidina (DAB), que pode ter sido responsavel pelo acumulo de
malondialdeido, resultado da peroxidacao lipidica. Estudos ja demonstraram a necessidade
da ativacdo da calmodulina na coordenacdo da resposta ao dano mecanico, ativando as
quinases MAPKSs e enzimas antioxidantes envolvidas com a regulacdo dos niveis de H.0>
(Yang and Poovaiah, 2002).

Justificado talvez pela maior atividade da catalase nas plantas com dano
mecanico, a marcagdo de peroxido de hidrogénio por DAB nas plantas cultivadas sem
calcio e com dano mecanico foi menos intensa quando comparada aquela das plantas sem
calcio e sem dano. A marcacao sugere ainda necessidade do ion na ativacao de peroxidases

que neutralizam H»O. presentes na parede celular das nervuras principais. Estudos
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verificados na literatura referem que aplicacéo de calcio estimula atividade de peroxidases
de parede celular (Mika et al., 2008; Minibayeva et al., 2015; Plieth and Vollbehr, 2012).

As plantas cultivadas sem Ca?" e sem dano mecénico nio apresentaram o0s
mecanismos de respostas ao estresse avaliados neste estudo, ndo sendo verificada
expressao dos genes alvos. Nessas plantas a concentracdo de H20O2, que aumentou com 0
tempo, mas foi menor que nas plantas sem calcio e com dano logo apoés a realiza¢do do
dano, nao foi suficiente para percepcao do estresse e ativacdo dos genes (RBOH1, SICaM2,
MPK1 e MPK2), necessarios na ativacdo da CAT para neutralizacdo do H.O, podendo
ocorrer danos estruturais com acumulo de malodealdeido.

A deficiéncia de célcio também interferiu com o processo fotossintético e
acumulo de massa seca. As plantas de Solanum lycopersicum cultivadas sem Ca?*,
independente do dano mecéanico, apresentaram prejuizo do funcionamento dos
fotossistemas, revelando decréscimos de rendimento quéntico potencial (Fv/Fm),
eficiéncia do fotossistema II na luz (Fv’/Fm’) e quenching fotoquimico na luz (qL),
resultados indicativos de dificuldade na captacdo de luz, que sugere deficiéncia de calcio
para a estabilidade dos fotossistemas (Amao et al., 2010; Ramalho et al., 1995).

Além disso, nessas plantas, baixos rendimento quéntico efetivo na luz (®PSII)
e taxa de transporte de elétrons na luz (ETR) sugerem deficiéncia de calcio no transporte
de elétrons, influenciando produtividade quantica responsavel pelo direcionamento da
energia para reducdo do carbono. Sugere-se a importancia do célcio na estabilidade do
complexo de evolucdo do oxigénio, que inativo interrompe o fluxo de elétrons nos
fotossistemas (Hochmal et al., 2015; Kalaji et al., 2014), o que justifica a maior dissipagéo
de energia na forma de calor na luz (D) e a maior energia ndo dissipada nem utilizada na

fase fotoquimica na luz (Ex) no presente estudo.
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A energia ndo dissipada (Ex) nas plantas cultivadas sem calcio e sem dano
mecanico pode ter sido responsavel pela producédo de H>O2 no cloroplasto, conforme ja
observado na literatura (Taylor et al., 2014) e que pode justificar células do parénquima
palicadico dessas plantas marcadas por DAB.

Nestas plantas, sem calcio e sem dano, a menor energia produzida na fase
fotoquimica, com menor producdo de agentes redutores pode explicar as baixas taxas de
assimilacdo (A) e de eficiéncia de carboxilacdo da rubisco (A/Ci) e maior acumulo de
carbono interno. Estudos anteriores ja revelaram essa efeito quando as plantas foram
submetidas a estresse hidrico (Da Silva et al., 2010; Ribeiro et al., 2009). Menores
condutancia estomatica (Gs), transpiracédo (E) e eficiéncia do uso da agua (EUA) talvez
encontrem explicacdo pelo fato da abertura estomética demandar sinalizacdo com rapida
oscilacdo de calcio conforme ja abordado por outros autores (Buchanan et al., 2015; Evans
etal., 2001).

Ainda quanto as func¢des do calcio, sua importancia na formacao da flor e do
tubo-polinico para fecundacdo do 6vulo e do intumescimento das paredes do ovario para
formacédo do fruto (Himschoot et al., 2015), talvez justifique o fato das plantas cultivadas
sem calcio, independente do dano mecanico, terem revelado menores area foliar, massas
secas de raiz, caule e folha e ndo terem produzido flores e frutos.

Plantas cultivas com Ca?* e com dano mecanico apresentaram maior expressao
do gene SICaM 2 (gene de Calmodulina) aos 6 horas ap6s o0 dano mecanico, 0 que sugere
que a ativacio desse gene depende da interagdo do Ca?* com espécies reativas de oxigénio
em nivel mais baixo. Dessa forma, a calmodulina pode estar envolvida com a coordenacao
da acdo das quinases e enzimas antioxidantes, de modo a tornar mais eficiente e rapida a

resposta da planta ao dano, conforme dados da literatura que demostram que CaM2 atua
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na coordenacdo das quinases e enzimas antioxidantes (Yang et al., 2016; Yang and

Poovaiah, 2002).

A baixa expressdo dos genes RBOH1, MPK1 e MPK2 nas plantas cultivadas
com Ca?" e com dano mecanico sugere que essa concentragio do fon possibilitou ajustes
moleculares de modo que, apresentassem baixa atividade das enzimas antioxidantes e
baixos niveis de peroxido de hidrogénio e peroxidacdo lipidica, 0 que pode resultar em
superacdo do estresse ao dano mecanico.

Plantas cultivadas com Ca?* apresentaram reacdo com DAB
sugerindo que presenca de calcio pode ter melhorado a atividade da peroxidase, marcada
por esse reativo nos tecidos (Thordal-Christensen et al., 1997; Zhou et al., 2014). Nas
plantas sem dano mecanico as nervuras principais e tricomas glandulares foram marcados,
enguanto nas submetidas a dano mecanico, a nervura principal, xilema, parénquima
palicadico e tricoma glandular foram marcados. A marcacéo dos tricomas e do parénquima
palicadico pode ser explicada pela elevada atividade metabdlica, conforme apresentada em
estudos anteriores (Balcke et al., 2017) e nesse caso, pode ocorrer maior atividade das
peroxidases.

Quanto ao processo fotossintético, as plantas cultivadas com 2 e 4 mM de Ca?*,
com e sem dano mecanico, apresentaram baixa fluorescéncia minima adaptada ao escuro
(Fo), elevada capacidade para absorver luz (Fv’/Fm’), baixa fracdo de luz absorvida pela
antena FSII dissipada como calor no escuro (D) e baixa fracdo de energia de excitagdo ndo
dissipada na antena e ndo utilizada para fotoquimica na luz (Ex), variaveis indicativas de
que a presenca de célcio permitiu, na luz, fluxo normal de elétrons (ETR) e elevada
produtividade quéantica (®PSII), o que pode indicar produgdo de agentes redutores para a

reducdo do carbono (Neill et al., 2008). Essas plantas também revelaram baixa dissipacéo
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de energia (Ex e D), conforme j& observado em estudos com estresse por diferentes causas,
entre elas, por cadmio (Amao et al., 2010; Drazkiewicz and Baszynski, 2008; Hochmal et
al., 2015). Sugere-se que, conforme a literatura consultada, o calcio tenha desencadeado
sinalizacdo das vias de defesa de modo a prevenir os danos do fotossistema (Yang et al.,
2014). Essas condicbes contribuiram para elevada taxa de assimilacdo de carbono,
atividade da rubisco e melhor controle da abertura estomatica, com elevada eficiéncia do
uso da agua, conforme ja referido por outros pesquisadores (Buchanan et al., 2015; Evans
et al., 2001), condicdo ndo verificada nas plantas cultivadas na auséncia de calcio.

Considerando as trocas gasosas quando se comparam as plantas com e sem
dano mecénico, com de 2 e 4 mM de Ca?* houve decréscimo das eficiéncias do uso da agua
e da atividade da rubisco, nas com dano. Esse resultado sugere que dano mecanico
aumentou espécies reativas de oxigénio (Pospisil and Prasad, 2014), gerando sinal para
ativacdo de vias de defesas, com direcionamento dos recursos fotossintéticos para reversao
do estresse. A atividade da rubisco e a menor producdo de massas secas confirmam esse
direcionamento. Deve ser ressaltado que as plantas cultivadas com calcio e submetidas ao
dano mecénico, embora ndo tenham apresentado os melhores resultados se recuperaram, o
que esta de acordo com outros estudos (Erinle et al., 2016; Yang et al., 2014).

Com base nos resultados e estudos registados na literatura (Minibayeva et al.,
2015; Zhou et al., 2014), dano pode ser tdo importante quanto calcio para ativacao de
mecanismos de respostas ao estresse. Dessa forma aplicacao de calcio em plantas com dano
mecanico melhorou as respostas de defesa.

Além disso, parte da sinalizacdo ao dano mecénico deve ter sido realizada por
espécies reativas de oxigénio, uma vez que elevados niveis de H2O2 e expressao de genes
de quinases e RBOH1 foram observados nas plantas sem célcio, cuja presenca também é

necessaria para resposta eficiente ao estresse.
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Concluséao

Conclui-se que perdxido de hidrogénio estad envolvido na resposta ao dano
mecanico em plantas sem calcio.

Presenca de calcio foi importante na defesa e aclimatagdo fotossintéica apos
dano mecénico.

O cultivo da espécie com metade da concentracédo de calcio aplicado na solucéo

nutritiva foi suficiente para defesa, superando o estresse por dano mecanico.
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Consideracoes finais

O mecanismo de superacao ao estresse e aclimatacao fotossintética apos o dano
mecanico apresenta estratégia diferente, em plantas com crescimento lento e rapido.

Plantas de Annona emarginata, com crescimento lento, quando submetidas a
deficiéncia de célcio e dano mecénico apresentaram assimilacéo de carbono menor e taxas
assimilatoria liquida e de crescimento relativo com rapido decréscimo, indicando
aceleracdo de crescimento. Superagdo do estresse ocorreu com direcionamento de
esqueletos carbdnico para o sistema antioxidante, uma vez que ndo houve diferenca de
lipoperoxidagdo na auséncia ou presenca de célcio. Como resultado desse direcionamento,
houve menor producdo de massa seca. Nessas plantas armazenamento de célcio na forma
de cristais pode ter permitido manutencdo de algumas fung¢fes metabdlicas, uma vez que
estudo identificado na literatura com Lemna minor L. revelou armazenamento reversivel
de célcio na forma de oxalato.

Annona emarginata cultivada com célcio e dano mecanico revelou paralizacéo
do crescimento, verificado pelas taxas assimilatoria liquida e de crescimento relativo,
novamente sugerindo direcionamento de esqueletos carbonicos para superagdo do dano
mecanico, uma vez que 0s sistemas antioxidante enzimético e ndo enziméatico foram
eficientes e os niveis de peroxidacao lipidica ndo variaram.

Dessa forma, o dano mecanico e célcio estdo relacionados com ativacdo do
sistema de defesa. Na auséncia do elemento a aceleracgdo do crescimento ndo influenciou a
producdo de massa seca, que foi baixa devido ao investimento de recursos para superacéo
desse dano. Nesse caso, calcio pode ter sido proveniente de cristais de oxalato de calcio.
Na presenca de célcio a paralizagdo do crescimento ocorreu devido ao dano e a cascata de

sinalizacdo foi mantida com o elemento fornecido, auxiliando sua superagéo.



87

Espécie de crescimento rapido, tomate Micro-Tom, na presenca de calcio e
dano mecanico manteve investimento na sinalizacdo e superacdo do estresse durante
grande parte de seu ciclo, o que justifica a menor taxa de assimilacdo de carbono e massa
seca.

As plantas de tomate cultivadas na auséncia de célcio, independente do dano
mecanico morreram. No entanto, deve-se salientar que as plantas cultivadas sem calcio e
com dano mecanico sobreviveram mais tempo que as que ndo receberam o dano, o0 que
pode indicar que as moléculas geradas durante 0 dano mecanico sdo importantes
sinalizadores para a manutencao da vida, desde que seus niveis sejam controlados pelo
sistema antioxidante.

Os resultados das analises moleculares e histoquimica estdo de acordo com
aqueles observados na fotossintese e no sistema de defesa antioxidante e nas plantas sem
calcio e com dano mecanico a percepcdo do estresse levou a sinalizacdo e maiores
expressdes dos genes alvos, sendo também observado marcacédo de peroxido de hidrogénio
nas paredes celulares das nervuras principais e de menor calibre, indicando que mesmo nas
plantas sem célcio houve sinalizacdo via perdxido de hidrogénio.

No entanto, a auséncia de calcio comprometeu a expressao da calmodulina, que
tem funcéo na coordenacdo da sinalizacdo e superacao do estresse. Dessa forma, as plantas
sem calcio e com dano mecanico apesar de terem desencadeado o inicio da sinalizacéo, ndo
superaram o estresse e morreram.

Plantas cultivadas na presenca de calcio revelaram baixa atividade das enzimas
antioxidantes, baixos niveis de peroxido de hidrogénio e de peroxidacdo lipidica,
indicativos de que a presenca do célcio, independente do dano mecénico, manteve as

fungdes metabolicas do vegetal.
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A ndo expressdo genica nas plantas cultivadas com calcio e dano mecéanico,
talvez se justifique pela presenca do ion adiantar a expressdo dos genes e ndo ter sido
possivel a sua observacdo nos momentos avaliados, sendo talvez necessarias avaliacbes em
tempos mais curtos.

Sugere-se para experimentos futuros com Micro-Tom aumento do nimero de
avaliacdes, que realizadas em intervalos menores permitiriam melhor acompanhamento da

especie.
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