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RESUMO GERAL

E muito provavel que as ondas de calor irdo ocorrer com mais frequéncia e durar mais
tempo, eventos de precipitacdo se tornem mais intensos e frequentes e que em certas
regides da Amazonia ocorreram diminuicao na disponibilidade hidrica, que por sua vez
afetardo diretamente a duracdo e intensidade do alagamento e da estacdo de seca. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do laboratorio de Estudos da
Biodiversidade de Plantas Superiores EBPS/UFRA, o delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado em esquema de parcela subdividida (trés tempos:
zero, cinco e dez dias de suspensdo hidrica, e duas condi¢Ges hidricas: controle e
deficiéncia hidrica), com 4 repeticOes, totalizando 24 unidades experimentais (uma
planta/vaso). Sendo aplicada a ANOVA nos resultados e quando ocorreu diferenca
significativa, as médias foram comparadas pelo teste t adotando-se o nivel de 5 % de
probabilidade através do pacote estatistico (Assistat 7.7 beta, 2015). O CRA, as trocas
gasosas e as variaveis de crescimento foram fortemente afetados pelos fatores
relacionados a disponibilidade hidrica do solo principalmente quando as condi¢des de
deficiéncia avancaram. Refletindo no metabolismo do carbono e do nitrogénio, com
reducdo nas concentragcbes de nitrato, amido e redutase do nitrato; aumento nas
concentracfes de amonio, prolina, sacarose, aminoéacidos e carboidratos. Bem como
também comprometeu a atividade antioxidante das plantas, visto que estas foram
capazes de acionar rapidamente o sistema de defesa, tanto enzimaético (SOD, APX e
CAT), quanto ndo enzimatico (carotenoides), sendo que este Gltimo ndo apresentou
incremento na sua atividade. No entanto, ndo conseguindo reduzir os danos oxidativos
acarretando na morte das mesmas.

Palavras chave: Tachi branco. Metabolismo. Antioxidantes. Ajustamento

ABSTRACT

It is very likely that heat waves will occur more frequently and last longer, precipitation
events will become more intense and frequent and in some regions of the Amazon
occurred decrease in water availability, which in turn will directly affect the duration
and intensity flooding and drought station. The experiment was conducted in a
greenhouse Studies Laboratory of Biodiversidade of Higher Plants EBPS / UFRA, the
experimental design was completely randomized in a factorial 3 x 2 (three times: zero,
five and ten days of water suspension, and two water conditions: control and drought
stress), with four repetitions, totaling 24 experimental units (one plant / pot). It is
applied to the ANOVA results and when significant difference, the means were
compared using the t test adopting the 5% level of probability through the statistical
package (7.7 beta Assistat, 2015). The CRA, gas exchange and growth variables were
strongly affected by factors related to soil water availability especially when the
conditions deficiency advanced. Reflected in carbon metabolism and nitrogen, with
reduction in nitrate concentrations, starch and nitrate reductase; increase in ammonium



concentration, proline, sucrose, amino acids and carbohydrates. And also committed the
antioxidant activity of plants, since they were able to quickly launch the defense system,
both enzymatic (SOD, APX and CAT), the non-enzymatic (carotenoids), the latter
showed no increase in activity . However, failing to reduce oxidative damage resulting
in the death of them.

Keywords: Tachi white. Metabolism. Antioxidants. Adjustment
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CONTEXTUALIZACAO

Muito se tem falado nos ultimos anos sobre mudangas climéticas e seus
impactos para a vida no planeta como um todo, e neste contexto se tem abordado a
cerca das flutuagOes ambientais no meio, onde as principais sdo: temperatura, umidade e
concentra¢do de CO> atmosférico. Tais alteracGes sdo oriundas na sua grande maioria
pelas atividades antrOpicas, como mineracdo, pecudria, agricultura, dentre outras que
por sua vez vem causando grandes modificacGes de paisagens por meio da degradacao

de grandes areas-chave, bem como nas fungdes exercida pelo ecossistema.

E muito provéavel que as ondas de calor irdo ocorrer com mais frequéncia e durar
mais tempo, e que 0s eventos de precipitacdo se tornem mais intensos e frequentes em
muitas regides (IPCC, 2014). O CO- é um dos principais gases responsaveis pelo efeito
estufa, este aumento vem sendo associado a elevacbGes na temperatura da superficie
terrestre. Em certas regides da Amazonia ocorrerdo diminuigdo na disponibilidade de
agua, ressaltando ainda que serdo grandes as mudancas nos padrbes de aquecimento,
vento e precipitagéo, acarretando eventos extremos do clima, que por sua vez afetardo
diretamente a duracdo e intensidade do alagamento e da estacdo de seca (NOBRE et al.
2007). Tudo isto associado aos eventos meteoroldgicos como o El Nifio e La Nifia.
Tratando-se, portanto de agravamento dos fendmenos naturais, que segundo Rolim et al
(2014) causam mudancas sobre a agricultura em escala global.

Massad et al, (2007) afirmam que temperaturas acima de 35°C provocam
reducbes na taxa de fotossintese das plantas, sendo uma relacdo diretamente
proporcional até determinados limites. Deste modo tem-se a necessidade do
desenvolvimento de diversos estudos para as plantas submetidas a condicdes de
estresses abidticos, como o0 estresse hidrico. Em especial, estudo sobre plantas
pertencentes a familia Leguminosas, muito utilizadas em plantios para recuperacdo de

areas degradadas.

A familia Leguminosae ou Fabaceae (Sensu APG lII) é a terceira maior familia
de angiospermas, ficando atras apenas de Orchidaceae e Asteraceae (DOYLE;
LUCKOW, 2003). Lewis et al, (2005), estimaram a biodiversidade global das
Leguminosas em 727 géneros e 19.325 espécies. Estima-se que 15% destas espécies sao
encontradas nos ecossistemas brasileiros (SOUZA & AGUIAR, 2009). Em termos
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primitivos, a subfamilia Caesalpinioideae originou as demais subfamilias e, considera-
se, atualmente, que os representantes das Papilionoideae formam um grupamento mais
evoluido, e também, numericamente predominante dentro da familia, com 441 géneros e
cerca de 12.300 espécies distribuidas em todo o mundo (CORBY, 1981). Na Amazonia,
h& registros da ocorréncia 48 géneros, 475 espécies, 22 subespécies e 175 variedades
para a subfamilia Caesalpinioideae (SOUZA, 2010).

A recuperacdo de areas degradadas pode ser realizada com sucesso a partir da
utilizacdo de espécies de leguminosas arbdreas capazes de formar simbiose com
bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico e com fungos micorrizicos, pelo fato de
ser uma técnica de baixo custo e bons resultados. Onde a preferéncia pelo uso das
espécies leguminosas se deve a caracteristica especial que elas possuem em relagdo as
outras plantas, que transforma o nitrogénio molecular em compostos nitrogenados
assimilaveis pelos vegetais, podendo tornar a planta parcial ou totalmente independente
do aporte externo desse nutriente (NOGUEIRA, 2012).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é um processo bioquimico, natural e
essencial, realizado por bactérias que possuem a enzima nitrogenase. Estas bactérias
possuem um papel ecoldgico importante, atuando na conversdo do nitrogénio
atmosférico (N2) ndo utilizavel, em amonio (NH.") utilizavel pelas plantas. A relevancia
deste servico reside no fato de que o nitrogénio € o quarto elemento quimico mais
abundante na matéria viva, e um elemento essencial na constituicdo de aminoacidos e

proteinas, &cidos nucleicos, entre outros componentes vitais a célula (SOUZA, 2011).

Esta técnica pode ser considerada de baixo custo e com bons resultados. Pois as
leguminosas utilizam a propria vegetacdo para proteger o solo da erosdo, producdo de
matéria organica que, através de sua incorporacdo, estimula diversos processos
quimicos e bioldgicos melhorando sua fertilidade, além de exibirem um sistema
radicular profundo e ramificado aprofundando nas camadas do solo de acordo com
Bertoni e Lombardi Neto (2008). E neste contexto a espécie em estudo seria uma boa

alternativa para este tipo de conservagéo, tendo por base o estudo aqui desenvolvido.

Entre os géneros da familia leguminosa, o género Tachigali destaca-se pela
elevada riqueza de espécies e pela abundéncia em ambientes de margens de rios e em

formagdes florestais em regeneracdo (SILVA, 2007).
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Atualmente o género Tachigali passou a incorporar 0 género Sclerolobium
devido a grande semelhanca. E de acordo com Lewis (2005) estudos investigando a
anatomia do lenho, a morfologia dos grdos de pdlen e caracteres macromoleculares
apoiou a proposicdo de alguns autores em considera-los sinénimos. Oliveira Filho
(2006) transferiu S. paniculatum var. subvelutinum e S. paniculatum var. rubiginosum
para 0 género Tachigali, considerando-as como espécies. Silva e Lima (2007)
propuseram o nome T. vulgaris para substituir S. paniculatum, devido a existéncia de T.
paniculata Aubl. Neste contexto, foi aceita a expansdo do conceito genérico de

Tachigali para incluir espécies com hipanto cupular com estipite aderido ao fundo.

Tachigali vulgaris é uma espécie pioneira, colonizadora de terrenos marginais e
margens de estradas, que frequentemente inicia a sucessdo secundaria em areas abertas
pela germinacdo intensa de suas sementes no solo. Tem se destacado pelo rapido
crescimento e sua madeira € amplamente utilizada por comunidades rurais do Centro-
Oeste e Nordeste, na confeccdo mourdes, esteios, embalagens e caibros, na construcao
civil, além de fonte para a producéo de lenha e carvao vegetal, sendo inclusive indicada
para plantios energéticos (FRANKE, 1999). E uma espécie endémica do Brasil, onde é
registrada para as regides Nordeste (Maranhdo, Piaui, Ceara e Bahia), Centro-Oeste
(Mato Grosso, Goiés, Distrito Federal e Mato Grosso do Sul) e Norte (Par4, Amazonas
e Tocantins), ocorrendo nos dominios fitogeograficos da Caatinga, Cerrado e Amazonia
(LIMA, 2012). E perenifdlia, com periodos de floracdo de dezembro a abril e de
frutificacdo de abril a maio. Ocorre tanto em fisionomias savanicas quanto florestais,
tipica de estagios iniciais de sucessdo, possui crescimento rapido e ciclo de vida
relativamente curto, inferior a 20 anos (FELFILI et al., 1999).

O fato de pertencerem a familia Leguminosae desperta interesse agronémico e
florestal, em face da caracteristica de fixacdo simbidtica de nitrogénio, para compor
sistemas silvipastoris (SOUZA FILHO, 2005). Caracteristica esta que faz com que a
mesma seja indicada como potencial para recuperacdo de areas degradadas. Apresenta
resisténcia as condicdes adversas como déficit hidrico e exposi¢do a insolacédo direta,
sendo indicada para plantios em areas degradadas, além do que a sua capacidade de
nodulagéo e elevada deposicdo de serrapilheira contribuem para a recuperagéo de solos

expostos (CARVALHO, 2005). Diante da importancia que esta espécie tem, faze-se
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necessarios estudos a cerca da fisiologia e bioquimicas da mesma frente as oscilaces

ambientais de quais as plantas estdo submetidas, dentre elas o estresse hidrico.

O estresse é considerado um fator externo, que exerce influéncia desvantajosa
sobre a planta e induz respostas em todos os niveis funcionais do organismo. Em
condi¢cdes naturais e agricultaveis, as plantas estdo frequentemente expostas aos
estresses ambientais, os quais limitam o desenvolvimento e as chances de sobrevivéncia
(ALEXIEVA et al., 2003). E segundo Souza (2008) é um fator externo desvantajoso
podendo ser causado por fatores bioticos e abidticos, como temperaturas altas e baixas,
salinidade, poluicdo, excesso ou falta de nutrientes e déficit hidrico. As formas de
impacto das mudancas climéticas sobre as plantas na AmazOnia poderiam ser
decompostas como: (1) efeitos do aumento no CO2 atmosférico; (2) efeitos do aumento
na temperatura e (3) efeitos do aumento ou diminuicdo na disponibilidade de agua
(GRANDIS, 2010).

A agua é o meio béasico da vida e de energia para 0s seres Vivos, muitos
nutrientes inorganicos necessarios para 0S organismos, como as plantas, estdo
dissolvidos na agua. O solo é o principal armazenador e fornecedor de &gua para as
plantas, as raizes absorvem agua que se aglutina aos coldides do solo. Mais préximo a
superficie das particulas do solo, existe uma forca de atracdo chamada de potencial de
agua do solo, que adere mais fortemente a agua as particulas do solo (RICKLEFS,
2012).

As plantas cultivadas em ambientes naturais estdo sujeitas a varios fatores
abidticos, 0s quais podem causar algum estresse as mesmas (LARCHER, 2006), dentre
os fatores abioticos, a deficiéncia hidrica é uma das principais limitacbes ambientais que
afeta a producdo das culturas no mundo (CHAVES e OLIVEIRA, 2004). O estudo da
deficiéncia hidrica tem merecido especial atencdo por parte dos fisiologistas e
agronomos, devido a sua importancia no crescimento e producédo das plantas superiores
(PAULUS et al., 2010), sobretudo para recuperacdo de &reas onde ha problemas com
estresse hidrico por razdes climaticas ou condic¢des do tipo de solo (SANTOS et al.,
2011).

A deficiéncia hidrica afeta boa parte das areas cultivadas no mundo,

principalmente as situadas em regifes semiaridas, reduzindo a produgdo vegetal e
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provocando prejuizos socioecondmicos (MUNNS, 2002). O déficit hidrico pode afetar
as espécies com reflexos na reducdo na altura da planta, taxa de crescimento relativo, no
indice de area foliar e na taxa fotossintética (CATUCHI et al., 2012).

A adaptacéo bioguimica comum na planta durante a seca é a regulacdo osmdtica,
que ¢ o resultado de determinados metabolitos sintetizado. O acumulo de metabdlitos ou
solutos organicos, também chamados de substancias osmoticamente ativas ou
osmoprotetoras, pode ser importante na resisténcia da planta aos ambientes estressantes.
Dentre as alteracbes metabolicas sob deficiéncia hidrica destacam-se os estudos de
diferentes culturas para o acimulo de solutos organicos como a glicina betaina, prolina,

amino&cidos soluveis e agucares soluveis (FARHAD et al., 2011).

A deficiéncia hidrica favorece o acimulo de espécies reativas de oxigénio, como
os radicais superoxido (Oz ), peroxido de hidrogénio (H20.) e radicais hidroxila (OH"),
que danificam as plantas pela oxidacdo dos pigmentos fotossintéticos e destruicdo dos
lipidios, proteinas e acidos nucleicos (REDDY et al., 2004).

Para mitigar os danos oxidativos causados pelas EROs, as plantas possuem um
complexo sistema antioxidativo de defesa, envolvendo antioxidantes de baixa massa,
composto por moléculas hidrofilicas como o acido ascdrbico e a glutationa reduzida, ou
lipofilicas como o a-tocoferol e os caratenoides, e por enzimas antioxidantes tais como
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), glutationa
peroxidase (GPX), peroxidase ndo especificas (POX), redutase da glutationa (GR),
monodesidroascorbato redutase (MDHA) e desidroascorbato redutase (DHAR) (GILL;
TUTEJA, 2010). Além disso, as enzimas do sistema antioxidante sdo bastante sensiveis
as condicbes de estresse ambientais servindo como sinalizadores do estresse, como
também podem indicar que a planta estd mais estressada. Assim, o papel das enzimas
antioxidantes em situacdes de estresse € o de controlar a acumulacdo de EROs e assim
limitar os danos oxidativos (SHARMA et al., 2012).

O sistema celular de defesa antioxidante comega com uma cascata enzimatica,
mas envolve também componentes ndo enzimaticos, dentre os quais se destacam o
ascorbato (AsA), a glutationa (GSH), o B caroteno ¢ o a tocoferol. Tais antioxidantes
podem evitar a formacéo de radicais livres, sequestra-los ou promover sua degradacao,

prevenindo a ocorréncia de danos as células das plantas (SERKEDJIEVA, 2011).
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De acordo com Oliveira et al (2013), entender as estratégias pelas quais as
plantas se adaptam ao estresse abidtico tem sido alvo de pesquisas de empresas e
diferentes grupos de pesquisa no mundo ja& com foco na prevencdo e controle das
alteracdes climaticas que afetam ou afetardo a producdo de diferentes cultivares e
espécies. Fornecendo informacdes avancadas sobre algumas estratégias para serem
usadas em programas de melhoramento genético para selecdo de cultivares tolerantes a
seca (SILVA et al., 2012).

As plantas diferem largamente quanto a habilidade de tolerar a deficiéncia
hidrica. Nas sensiveis, 0s processos fisiologicos sdo adversamente afetados devido a
reducdo na hidratacdo dos tecidos; nas mais tolerantes, suas propriedades fisioldgicas as
capacitam para manter um alto grau de hidratacdo dos tecidos mesmo sob limitado
suprimento hidrico (SOREN et al., 2010). Tais respostas podem ser complexas, e
dependem da cultivar e do estagio de desenvolvimento da planta, além da duracéo e da
severidade do estresse (SANTQOS, 2013).

Apesar da importancia que o setor florestal tem para 0 pais pouco se investe em
pesquisa. Embora o entusiasmo do setor, alguns problemas ainda rodeiam a silvicultura
no pais, dentre os quais estdo a derrubada indiscriminada da mata nativa e a introducéo
indiscriminada de espécies exdticas (por exemplo, o Eucalipto) para a exploracdo
madeireira em areas indevidas (NASCIMENTO, 2013).

E o estudo empregado em cima de Tachigali vulgaris seria mais um critério a
favor do uso da mesma em comparacdo a eucaliptocultura, tendo em vista de ser uma
espécie nativa, atividade esta que vem ao longo dos anos sofrendo grandes criticas de
cunho social, econdmico e, sobretudo ecoldgico, levando em consideracdo os impactos
gerados no meio. Além do fato de apresentar as caracteristicas tecnoldgicas da madeira
muito semelhante as do eucalipto, sendo também indicada para uso energético em

siderurgicas.

Pois de acordo com Leite (2009) as espécies nativas possuem papel importante
no equilibrio ecologico dos habitat e nas comunidades florestais, sendo muitas vezes
indicadas a fazer parte de programas de recuperacdo de areas degradadas ou sujeitas a
degradacéo. Os estudos em fisiologia tém contribuido bastante no processo evolutivo da

silvicultura, tornando-se uma ferramenta imprescindivel para a compreensdo dos
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processos fisioldgicos das espécies arboreas, bem como das interagdes das plantas com
0 ambiente. Contribuindo na selecdo de espécies promissoras com maior capacidade
produtiva, através de descritores fisioldgicos que as classifiguem como tolerantes e
adaptadas aos diversos fatores de estresses ambientais (NASCIMENTO, 2013).

Objetivo Geral:
Avaliar as alteracdes fisiologicas, bioquimicas e crescimento em plantas jovens de

Tachi branco submetidas a deficiéncia hidrica.

Objetivos Especificos:
Verificar os efeitos da deficiéncia hidrica sobre o crescimento e trocas gasosas nas

plantas expostas ao periodo de estresse.

Verificar os efeitos da deficiéncia hidrica sobre o metabolismo do carbono e nitrogénio
nas plantas expostas ao periodo de estresse.

Verificar os efeitos da deficiéncia hidrica sobre a atividade enzimatica antioxidante.

Hipoteses
HO: A deficiéncia hidrica causara alterac6es no metabolismo do carbono e do nitrogénio

em plantas jovens de Tachi branco.

HO: As plantas jovens de Tachi branco serdo tolerantes a deficiéncia hidrica durante o
periodo de 10 dias de estresse.
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Crescimento e trocas gasosas em plantas jovens de Tachigali vulgaris submetidas a
deficiéncia hidrica

RESUMO

Compreender o comportamento das plantas frente as mudangas climaticas apenas acerca
do efeito do CO2 néo e suficiente, sendo necessario também conhecer mais sobre como
elas responderdo ao aumento da temperatura e as mudancas na disponibilidade hidrica,
tendo em vista que as condicdes favoraveis sdo especificas e ndo podendo desta forma
ser generalizadas. O objetivo da pesquisa foi avaliar os parametros biométricos e trocas
gasosas em mudas de Tachigali vulgaris submetidas a deficiéncia hidrica em periodos
de 0, 5 e 10 dias. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Universidade
Federal Rural da Amazonia, Belém/PA. O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado sob dois regimes hidricos (controle e déficit) com 4 repeticdes. Sendo
realizada analise de varidncia nos resultados e as médias comparadas pelo teste t ao
nivel de 5% de probabilidade. A deficiéncia hidrica do solo afetou diretamente o
conteddo relativo de dgua proporcionando decréscimo de 84,81 para 22,6% no décimo
dia. Ndo havendo diferenca estatistica para a interacdo dos fatores nas varidveis altura,
namero de folhas, DAC e fotossintese. Havendo diferenca apenas para condutancia,
transpiracdo e CRA. O status hidrico do mesdéfilo e as trocas gasosas foram mais
fortemente afetados pelos fatores relacionados a disponibilidade hidrica do solo que
pelos fatores ambientais, principalmente quando as condi¢bes de déficit hidrico se
tornaram severas. Nao se recomenda utilizar esta espécie em periodos mais prolongados
de estiagem, tendo em vista que a reducdo de &gua no solo e consequentemente no

tecido vegetal ocasionou a morte da planta ao décimo dia.

Palavras chave: Fotossintese. Condutancia. Massa seca. Tachi branco.

ABSTRACT

To understand the behavior of the front plants to climate change only on the effect of
CO2 would not be sufficient and it is also necessary to know more about how they will
respond to rising temperatures and changes in water availability, given that favorable
conditions are specific and and can not therefore be generalized. The objective of the
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research was to evaluate the biometric parameters and gas exchange blank Tachi
seedlings (Tachigali vulgaris) submitted to water deficit in a period of 0, 5 and 10 days.
The experiment was conducted in a greenhouse at the Federal Rural University of
Amazonia, Belém / PA. The design was completely randomized in two water regimes
(control and drought stress) with 4 repetitions. Analysis of variance was applied to the
results and compared to the medium by t test at 5% significance level. Water stress soil
directly affected the relative water content providing decrease of 84.81 to 22.6% in the
tenth day. There was no statistical difference for the interaction of the factors in the
variables height, leaf number, DAC and photosynthesis. No difference was observed
only for conductance, transpiration and CRA. The water status of the mesophyll (CRA)
and gas exchange were strongly affected by factors related to soil water availability than
by environmental factors, especially when the water deficit conditions became severe. It
is not recommended to use this species over prolonged periods of drought, considering
that reduction of water in the soil and consequently in the plant tissue caused the death
of the plant to the tenth day.

Keywords: Photosynthesis. Conductance. Dry pasta. White tachi

2.1 INTRODUCAO

As alteracbes climaticas correlacionadas diretamente ao aumento da
concentracdo de CO2 na atmosfera e temperatura podem trazer consequéncias diversas
para a populacdo humana e para a biodiversidade mundial (IPCC, 2014). Essas
alteracbes sdo oriundas na sua grande maioria pela atividade antrdpica, como
industrializacdo, desmatamento, mineracdo e agricultura, dentre outras que por sua vez
vem causando grandes modificagdes nas paisagens. Com o advento do aquecimento do
planeta, espécies de animais e plantas terdo que migrar para maiores latitudes e/ou
altitudes em busca de temperaturas proximas da sua condicdo natural. Porém, as arvores
ndo conseguirdo devido a sua marcha lenta de migracdo e adaptabilidade frente a
rapidez das mudancas climéticas, (BUCKERIDGE, 2007).

Tachigali vulgaris € uma espécie pioneira, colonizadora de terrenos marginais e
margens de estradas, que frequentemente inicia a sucessao secundaria em areas abertas
pela germinacdo intensa de suas sementes no solo. Tem se destacado pelo répido
crescimento e sua madeira é amplamente utilizada por comunidades rurais do Centro-
Oeste e Nordeste, na confeccdo de mourdes, esteios, embalagens e caibros, na

construcdo civil, além de fonte para a producdo de lenha e carvdo vegetal, sendo
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inclusive indicada para plantios energéticos (FRANKE, 1999). E uma espécie endémica
do Brasil, onde sdo registradas para as regides Nordeste (Maranh&o, Piaui, Ceara e
Bahia), Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias, Distrito Federal e Mato Grosso do Sul) e
Norte (Pard, Amazonas e Tocantins), ocorrendo nos dominios fitogeograficos da
Caatinga, Cerrado e Amazonia (LIMA, 2012).

O déficit hidrico e considerado, como fator mais limitante ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, ocorrendo em grande extensdo de area, sobretudo em
regides caracterizadas pela baixa precipitacdo pluviométrica e pela irregularidade na
distribuicdo das chuvas (MELO et al, 2010). Em reposta a reducédo da disponibilidade
hidrica para varias espécies lenhosas promove a diminuicdo significativa na produgéo
de massa seca, na taxa de assimilacdo liquida do CO2, na condutancia estomatica e na
transpiracdo, como observado por Albuquerque et al., (2013) avaliando mudas de
mogno africano (Khaya ivorensis), observa-se a reducdo na producdo e alocacdo de
matéria seca por influenciar as trocas gasosas de CO. e sobre o balanco de carbono
(SILVA e NOGUEIRA, 2003).

Diante do pressuposto, a presente pesquisa tem por objetivo avaliar o
crescimento e trocas gasosas em plantas de Tachi branco sob trés periodos de suspenséao

hidrica.

2.2 MATERIAL E METODOS

Local e Condugéo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do laboratdrio de Estudos da
Biodiversidade de Plantas Superiores EBPS/UFRA durante os meses de abril a agosto
do ano de 2015, onde as plantas foram transplantadas para vasos com capacidade de
4,5Kg de substrato, solo este da qual foram retiradas amostras para realizagdo de analise
na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA, cujo resultado
encontra-se na tabela 1, ficando por um periodo de dois meses de aclimatacdo. Para
suprir a caréncia nutricional das mesmas foi aplicada solugdo nutritiva de
(HOAGLAND e ARNON, 1950) em trés concentracOes diferentes, conforme a tabela 2.

As mudas foram adquiridas da Associacao das Industrias Exportadoras de Madeiras do
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Estado do Para — AIMEX, com idade de quatro meses. Sendo o lote das mudas formado

por sementes oriundas do municipio de Alta Floresta, estado do Mato Grosso.

Tabela 1. Analise de solo Embrapa Amazonia Oriental. Substrato utilizado durante realizacdo do
experimento.

Analise de solo

Profundidade pH P K Na Ca Ca+ Mg Al H+ Al
cm Agua mg/dm3 cmol/dm?
20 51 2 71 17 0,9 1,3 0,7 4,95

Tabela 2. AplicacBes de solucdo nutritiva durante a conducdo do experimento. 12 Aplicacdo/1 L de &gua;
2% aplicacdo/0,5 L de &gua e 32 aplicacdo/1 L de agua destilada.

Solugdo nutritiva

12 Aplicacéo
CaCl, 0,5ml
NHiNO3 7 ml
KH,PO4 1ml
FeEDTA 1ml
Micronutrientes 1ml
MgSO4 1 ml

22 Aplicacdo
KNO3 1ml
NHiNO3 1,5ml

32 Aplicacdo
K2SO4 2 ml
KH2PO, 0,5 ml
CaCl, 2ml
MgSO4 1 ml
FeEDTA 1ml
Micronutriente 1ml
KNO3; 5 ml
NH4NO3 2 ml

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em
esquema de parcela subdividida (trés tempos: zero, cinco e dez dias de suspensdo
hidrica, e duas condi¢bes hidricas: controle e deficiéncia hidrica), com 4 repeticdes,

totalizando 24 unidades experimentais (uma planta/vaso).
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Sendo aplicada a analise de variancia nos resultados e quando ocorreu diferenca
significativa, as médias foram comparadas pelo teste t adotando-se o nivel de 5 % de

probabilidade, através do pacote estatistico (Assistat 7.7 beta, 2015).

Variaveis Ambientais

A temperatura do ar, umidade relativa e o déficit de pressdo de vapor (DPV)
foram medidas através de termo-higrémetro de leitura direta modelo Incoterm e

analisador de gas infravermelho.

Variaveis Fisioldgicas
- Conteudo Relativo de Agua

O CRA foi determinado entre 05:00 e 06:00h em cada coleta. Onde foram
retirados os discos para a determinacdo imediata do CRA. O método utilizado foi o
descrito por Slavick (1979), foram retirados 30 discos foliares frescos (10 mm de
diametro) de cada planta, ao acaso, através de um vazador de aco- inoxidavel,
determinando imediatamente a massa dos mesmos (MF1) em balanca analitica. Em
seguida os discos foram transferidos para uma placa de Petri, contendo 35ml de &gua
destilada e deixados na bancada (25°C) por um periodo de 12 horas. Posteriormente 0s
discos foram colocados em papel de filtro para retirar 0 excesso de agua e em seguida
pesados para determinar a massa turgida (MF2). Apo6s, os discos foram colocados em
sacos de papel e levados a estufa (70°C) por 24h e posteriormente foi determinada a
massa seca dos discos (MS). Os resultados foram expressos em porcentagem, conforme

férmula a sequir:

CRA = (MF1 — MS)/ (MF2 —-MS) x 100

Em que:
MF1= Massa fresca 1;
MF2= Massa fresca 2;

MS= Massa seca;
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- Fotossintese, Condutancia estomatica e Transpiracao

A taxa fotossintética liquida, condutdncia estomaética, taxa transpiratoria,
temperatura da folha (Tfol), radiacdo fotossinteticamente ativa natural maxima (PAR) e
o0 déficit de pressdo de vapor da atmosfera (DPV) foi avaliada atraves medidor portatil
IRGA (Infra-red Gas Analyser/ADC equipaments - mod. LCi 6400, Hoddesdon, UK)
sendo medidas sob condi¢fes ambientais favoraveis, entre as 9:00 e 10:00 da manha. As
avaliacdes foram feitas em todas as plantas de todos os tratamentos (n=24), sendo um
foliolo por planta colocada dentro da camara, sempre na regido mediana da folha
totalmente expandida. Cada foliolo permaneceu em equilibrio dentro da cdmara por 1 a
2 minutos, antes do registro dos valores, sendo realizados dez pontos de medidas e

retirada a média para cada leitura das plantas.

O IRGA mede a diferenca entre a concentragdo de CO> e vapor d’agua do ar, a0
sair das camaras denominadas amostra (onde esta inserida a folha) e referéncia (sem
folha), obtendo-se as concentragfes de CO2 e de vapor d’agua que foram assimilados
(assimilacdo de CO3) e liberados (transpiragdo de vapor d’agua) pelos estomatos da

folha, respectivamente.

Variaveis Biométricas

As variaveis de altura foram realizadas com a utilizacdo de régua centimétrica,
da base do coleto a gema apical das plantas. O DAC (diametro a altura do colo) foi
realizado com auxilio de paquimetro digital modelo ZAAS precision e 0 nimero de
folhas por planta realizada por contagem manual.

A biomassa da parte aérea e da raiz foram medidas no ato de cada coleta
destrutiva aos (0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica), onde as plantas foram separadas
em suas respectivas partes. A biomassa ap0s secagem em estufa de circulacdo forcada, a
70°C por 72 horas, foi utilizada para determinar a massa seca da raiz e massa seca da

parte aérea e a relacéo raiz/parte aérea em balanca analitica precisao.
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2.3 RESULTADOS

Variaveis Ambientais

A média para os trés periodos de avaliacdo para a radiacdo fotossinteticamente
ativa foi de 999,9060 umol2.s. A temperatura média ao longo do experimento situou-
se em 30,6°C e a umidade relativa do ar em 81,5%, as méaximas e minimas encontram-se
na tabela 3. Os valores obtidos na tabela sdo referentes as observacGes realizadas das
06:00 as 18:00h durante o periodo de dez dias. Ja o DPV obtido foi de 2,19; 2,16 e 1,54

KPa para o primeiro, segundo e terceiro ponto de coleta dos dados, respectivamente.

Trabalhos que envolvem o monitoramento de aspectos fisioldgicos sob
condicBes naturais sdo de uma forma ou de outra afetada pelas condi¢des climaticas,
mas ddo uma oportunidade para melhor entender os fatores que mais influenciam o
metabolismo da planta (SANT’ ANNA, 2009).

Tabela 3. Médias para temperatura do ar, da folha, umidade relativa do ar e déficit de pressdo de vapor da
atmosfera em casa de vegetacéo.

Tempo (dias) UR (%) DPV (KPa) T°C (ar)
0 82 2,19 32,7
5 81,46 2,16 32,5

10 81,07 1,54 33,5
T°C (folha)
0 Controle 31.27
D.H
5 Controle 31,74
D.H 31,55
10 Controle 31,83
D.H 31,97

Fonte: Préprio Autor

Variaveis Fisioldgicas
- Contetido Relativo de Agua

O contetdo relativo de agua (Figura 1) apresentou diferenca significativa
quando feita comparacdo do tratamento controle com deficiéncia hidrica, reducéo esta
que pbde ser mais notéria a partir do quinto dia de experimento, onde reduziu de

85,31% para 66,07% do teor de agua nos tecidos foliares das plantas controle e
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deficiéncia hidrica, respectivamente. Redugéo esta que refletiu diretamente na atividade
fotossintética (Figura 2) das plantas, e consequentemente em todos 0S pProcessos

metabdlico das mesmas.

No terceiro ponto de coleta dos dados o percentual de agua nas folhas foi
drasticamente reduzido de 84,81 a 22,67% nas plantas controle e deficiéncia hidrica,
demonstrando desta forma que toda &gua livre dos tecidos foliares ja haviam sido
dissipadas, restando somente agua higroscépica e gravitacional. O que representou uma
reducdo de 32,14% no CRA das plantas sob deficiéncia hidrica em relagcdo a planta

controle.

Figura 1. Contetido Relativo de Agua em folhas de Tachigali vulgaris, em funcéo da deficiéncia hidrica,
em trés épocas de avaliacdo. Belém (PA), 2015.
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minusculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrdes das médias.

- Fotossintese

Havendo diferenca significativa para a taxa de assimilagdo liquida (Figura 2),
sendo reduzida a partir do 5° dia de suspensdo hidrica, de 2,44 para 0,1526 pmol.m?.s™
do controle para o déficit hidrico. As plantas controle obtiveram uma média de 3,0778 e
as plantas sob deficiéncia hidrica de 0,7466 ao longo dos trés tempos de observacao do
experimento. No Ultimo ponto de observacao, as plantas sob deficiéncia hidrica ja se

encontravam sob estresse hidrico severo, com o valor da taxa de fotossintese igual a
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zero, acontecimento este que provavelmente possa ter sido acelerado em decorréncia da
dréastica reducdo de disponibilidade hidrica no solo. A atividade fotossintética
apresentou uma reducdo de 68,41% quando feita comparacdo do controle com a
deficiéncia hidrica. Apresentando correlacdo positiva na ordem de 76,79% com a
variavel CRA.

Figura 2. Taxa de assimilacdo liquida em plantas jovens de Tachigali vulgaris, em funcdo da deficiéncia
hidrica, em trés épocas de avaliagdo. Belém (PA), 2015.
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minUsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras mailsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrdes das médias.

- Condutancia estomatica

Apds cinco dias de experimento passou a ocorrer diferenca estatistica para a
variavel condutancia estomatica (Figura 3) nas plantas sob deficiéncia hidrica 0,0138
quando comparadas as plantas controle 0,0967 mmol.m2.s, mantendo-se constante até
0 décimo dia e caindo mais ainda 0,0057 sob deficiéncia hidrica, sendo diretamente
proporcionais com a reducdo do CRA, fato este que explica a correlacdo positiva na
ordem de 82,54% entre as variaveis, o que correspondeu ao longo do experimento uma
reducdo de 66,35%.

As variaveis fisioldgicas acompanharam em parte as taxas do (DPV) e a
radiacdo fotossinteticamente ativa, dependentemente do CRA. O comportamento nao
fica tdo evidente quando ocorre um maior incremento da transpiracdo e condutancia

estomatica com a diminuigdo do DPV, ja que a radiagdo fotossinteticamente ativa ndo
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oscilou tanto ao longo do experimento, até o ponto de saturacdo. Entretanto, essa
resposta decresce de acordo com o status hidrico de cada planta, ndo podendo dessa

forma ser generalizada para outras.

Figura 3. Condutancia estomatica (gs) em folhas de Tachigali vulgaris, em funcéo da deficiéncia hidrica,
em trés épocas de avaliacdo. Belém (PA), 2015.
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minlsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras mailsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrdes das médias.

- Transpiracao

As plantas apresentaram diferencas significativas para a variavel transpiracdo
(Figura 4) a partir do quinto dia, com reducdes de 1,8762 para 0,3662 mmol. m2.s*
para os tratamentos controle e deficiéncia hidrica respectivamente, e de 1,3604 para
0,1122 m2.st ao décimo dia, 0 que representou uma reducio de 55,79% para a variavel.
Demonstrando que esta varidvel foi consideravelmente reduzida nas plantas com menor

disponibilidade hidrica no solo.

Apresentando ainda uma correlacao positiva de 81,96% com a variavel CRA.
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Figura 4. Transpiracdo (E) em folhas de Tachigali vulgaris, em fungdo da deficiéncia hidrica, em trés
épocas de avaliacdo. Belém (PA), 2015.

3,5 1

3 - aA B CONTROLE
25 - DEFICIENCIA HIDRICA
aA aA

2 - :[ aA
15 -

s B

mmol. m=2.s?

0 bB

Otz T T | Dias

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minusculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras mailsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrdes das médias.

Variaveis Biométricas

- Altura

Houve diferenca estatistica apenas para o tratamento 2 (condicdo hidrica)
obtendo-se entdo as médias de 13,40 e 12,63 cm para os tratamentos controle e déficit,
respectivamente. Sendo notdria a estagnacdo do crescimento em altura (Figura 5A)
quando comparada a média dos controles com o Gltimo ponto para as plantas sob
deficiéncia hidrica, reduzindo de 13,4 para 12,06 cm, representando uma reducdo de

5,77% no crescimento da variavel altura.
- DAC

A variavel DAC (Figura 5B) apresentou diferenca estatistica apenas para o tratamento 1
(tempos de suspensdo), com médias de 6,73; 6,52 e 5,79 mm nos pontos 0, 5 e 10 dias
de suspensdo hidrica. E para o tratamento 2 as médias de 6,72 e 5,98 mm nos
tratamentos controle e deficiéncia hidrica, respectivamente. Assim como a variavel
altura, o DAC também apresentou uma reducdo absoluta nas observagdes das plantas
controle, média de 6,71 para 5,58 mm na planta submetida a deficiéncia hidrica no

décimo dia de experimento, representando uma reducédo de 10,94% na variavel.
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- NUmero de Folhas

A varidvel nimero de folhas (Figura 5C) ndo apresentou diferenca estatistica
para ambos os tratamentos, tanto para a interagdo quanto para os fatores analisados

isoladamente, ficando com a média de trés folhas por planta.

Figura 5. Variaveis de crescimento (A) altura, (B) DAC e (C) nimero de folhas em mudas de Tachigali
vulgaris, em funcéo da deficiéncia hidrica, em trés épocas de avaliacdo. Belém (PA), 2015.
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minusculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrfes das médias.

- Massa seca da parte aérea e raiz

Nao foi possivel verificar diferenca estatistica para os tratamentos controle e
deficiéncia hidrica da massa seca da parte aérea (Figura 6A) e raiz (Figura 6B), tanto
para fatores isolados quanto para a interacdo entre 0os mesmos. Embora ndo tenha
ocorrido diferenca estatistica entre os tratamentos, nota-se claramente um maior
incremento de biomassa na parte da raiz quando comparada a parte aérea para as plantas

submetidas a deficiéncia hidrica, com 4,679 para a parte aérea e 7,44q para a raiz.

Quanto a relacdo raiz/parte aérea (Figura 6C), tambeém ndo verificou-se

diferencas significativas (p > 0,05) entre os tratamentos controle e deficiéncia hidrica,
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este comportamento talvez seja explicado pelo pequeno intervalo de tempo utilizado na
avaliacdo do experimento. Apresentando as médias de 1,22 e 1,259 para 0s tratamentos

controle e deficiéncia hidrica ao quinto dia e de 1,42 e 1,44g ao décimo dia.

Figura 6. Massa seca da parte aérea (A) e massa seca da raiz (B) e relacdo raiz/parte aérea (C) em plantas

jovens de Tachigali vulgaris, em funcéo da deficiéncia hidrica, em trés épocas de avaliacdo. Belém (PA),
2015.
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minlsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrdes das médias.

2.4 DISCUSSAO
Variaveis Fisioldgicas
- CRA

De acordo com Pincelli (2010), o controle das funcbes fisioldgicas esta
diretamente relacionado com o conteudo hidrico da planta e as alteragbes no CRA
afetam diretamente todo o aparato fotossintético, como pdde ser observado de acordo
com a Figura 3. Se o periodo de seca for prolongado, a deficiéncia hidrica pode afetar a
cultura, com reducdo na altura da planta, na taxa de crescimento relativo, o indice de

area foliar, contetdo relativo de agua e na taxa fotossintética, como se pode observar na
Figura 4.
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Rahimi (2010) ao avaliar o desempenho de duas espécies de Plantago (Plantago
ovata e P. psyllium) submetidas a deficiéncia hidrica observou que ambas reduziram o
CRA a partir do 7° dia apds a suspensao da irrigacdo e encontrado valores para CRA em
torno de 60%. Ja neste estudo apos 5 dias de suspensdo hidrica o CRA das plantas

situou-se em 66,07%.

Neste estudo assim como de Coscolin (2012) apontam uma relagédo direta entre a
reducdo do CRA e paralela com a reducdo de pardmetros de crescimento e trocas
gasosas. Tais reducdes comprometeram seriamente 0 metabolismo das plantas, como
podemos observar através das variaveis de crescimento e trocas gasosas. Smit e Singels
(2006) afirmam que valores de CRA abaixo de 75% ja promovem limitagdes nas
atividades fisioldgica das plantas. Pacheco (2011) ao avaliar a deficiéncia hidrica em
Calendula officinalis, também observou uma diminuicdo significativa no CRA,

atingindo um valor médio de 48,5%.
- Fotossintese

Independente do tipo de metabolismo, o estresse hidrico causa reducdo na
fotossintese e 0 aumento da respiracdo, promovendo um aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio (PEREIRA et al, 2012). Vitolo e Souza (2012) afirmam
que quando a planta sofre algum tipo de estresse a fotossintese, respiracédo, transporte de
elétrons pela membrana e a atividade enzimatica sdo reduzidas, quando a integridade
funcional dos cloroplastos e membranas mitocondriais sdo afetadas, e no caso deste

estudo, o estresse hidrico por falta.

Quando a planta encontra-se em situacdo de estresse hidrico ocorre o
fechamento dos estdmatos, a fim de evitar a completa desidratagéo das folhas, com isto
limita a difusdo do CO. para o mesofilo foliar o que acarreta diminuigdo da fotossintese
(CHAVES et al., 2009). Estudos comprovam que o fechamento estomatico afeta o
crescimento do vegetal, uma vez que promove a redugdo das taxas fotossintéticas
limitando a producdo de fitomassa, em funcdo da pouca oferta de CO. (ASHRAF,
2010).

Para Sanda et al (2011) os mecanismos ndo estomaticos a nivel de cloroplastos,
como o transporte de elétrons e a fotofosforilagdo podem estar relacionados a inibigdo

ou reducdo da fotossintese. O fotossistema Il depende da 4gua para a geragéo de energia
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quimica, requerida posteriormente para a fixagdo de CO, varia¢des na disponibilidade
hidrica geram menor eficiéncia do fotossistema Il, ou seja, com recurso de agua
limitado, menos ATP e NADPH sdo formados e, como consequéncia, menos CO; é
fixado no sitio de carboxilacdo (PINHEIRO e CHAVES, 2011).

As trocas gasosas atuam no balanco energético das folhas, participando da
regulagdo de sua temperatura, de maneira a deixa-la dentro da faixa de valores
adequados aos processos fisiologicos das plantas e de adaptacdo destas ao ambiente. O
controle da transpiracao é realizado pelo fechamento estomatico, que é o Unico processo
no continuum solo-planta-atmosfera que possui essa resposta instantanea (PINCELLLI,
2010).

Para todas as varidveis de trocas gasosas pOde-se observar o dobramento dos
foliolos em cada folha/planta. De acordo com Kadioglu et al (2012) o enrolamento e o
dobramento foliar sdo mecanismos hidronésticos que reduzem a interceptacdo de luz, a
transpiracdo e a desidratacdo foliar. Sugere-se que por esse motivo todas as variaveis de
trocas gasosas tenham apresentado valores relativamente baixos, relacionado as
condigdes ambientais no momento do experimento, tendo em vista que ao final do

periodo de dez dias as plantas encontravam-se num ponto de murcha bastante avancada.

Corroborando com este estudo, Moraes (2011) avaliando diferentes hibridos de
eucalipto sob deficiéncia hidrica encontrou diferenca estatistica para a taxa de
assimilacdo liquida (P<0,01) entre os regimes de irrigacdo e os hibridos ao final do

periodo de suspenséo.
- Condutancia estomatica

Em situacGes de baixa disponibilidade hidrica no solo as plantas minimizam as
perdas de &gua ao reduzir a condutancia estomatica, consequentemente, afetando
negativamente as variaveis de crescimento em termos absolutos. A queda nas taxas de
gs em decorréncia do fechamento gradual da abertura estomatica causa um decréscimo
na E, no tratamento sob deficiéncia hidrica, devido a elevacdo do DPV no decorrer do
dia.

As respostas fisiologicas e bioquimicas variam de acordo com o gendtipo, mas

de modo geral as modificacOes refrentes a deficiéncia hidrica incluem o menor potencial
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hidrico no solo e nas folhas, refletindo no decréscimo da condutancia estomatica e taxa
fotossintética (POLIZEL, 2007).

Sant’ Anna (2009) observou que a gs chegou a atingir valores criticos de (0,00
molm2.s?) durante o periodo de suspensio hidrica de 11 dias, onde a gs apresentou

comportamento semelhante a transpiracao.

Devido a forte relacdo entre a condutdncia estomatica e outros parametros
fotossintéticos nos levam a apontar a gs como caractere de referéncia para avaliar o grau
de estresse hidrico. Pois Pita et al, (2005) afirmam que conduténcia estomética pode ser
uma ferramenta atil no melhoramento genético para sele¢do para maior produtividade
em ambientes propensos a seca, porque a condutancia estomatica fornece uma ligagédo
crucial entre a perda de &gua pela transpiracdo e ganho de carbono e, portanto, do
crescimento e entre a economia de agua pelo fechamento dos estbmatos e maior estresse

por calor.

Segundo Chagas (2013) esta reducdo em resposta ao déficit hidrico esta
relacionada com a diminui¢cdo do conteddo relativo de agua e, provavelmente, ao
acumulo de &cido abscisico nas folhas, acarretando no fechamento estomatico. Oliveira
(2014) também observou que as taxas de E acompanharam a reducdo da gs para as duas
espécies Syagrus coronata e Acrocomia aculeata em condicgdes de seca.

- Transpiracao

Outra varidvel que se correlaciona com a transpiracdo é o DPV, que aumenta
com o aumento da transpiracdo, e que as respostas variam entre espécies e entre
gendtipos da mesma espécie (KHOLOVA et al., 2010). De acordo com Mota (2011) o
fechamento gradual da abertura estomatica ao longo do dia causa um decréscimo da gs e
da E, mais acentuado no tratamento sob deficiéncia hidrica, devido a elevagdo do DPV
no decorrer do dia, contrariando o comportamento do DPV ao longo do experimento

que se mostrou decrescente.

A demanda evaporativa é um dos fatores que afetam o ‘status’ de agua das
folhas, sendo observado decréscimo do potencial hidrico com o aumento do déficit de
pressédo de vapor do ar (MACHADO et al., 2002).
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Ao longo do experimento o DPV foi decrescente, no entanto, o nivel minimo de
agua no substrato ja havia sido atingido, o que ndo ajudou de forma alguma para atenuar
os danos causados nas plantas, tendo em vista que a transpiracdo continuou a ser
reduzida do quinto ao décimo dia, e resultando na morte das mesmas. Morte esta que
provavelmente possa ter sido agravada em decorréncia das condigdes climéticas
adversas, de temperaturas elevadas, tendo em vista que o ano de 2015 coincidiu com o

que grande parte da comunidade cientifica denominou de o ano do “Super El Nifio”.

Como preconizado por Silva (2013) o processo de transpiracdo esta diretamente
associado a condutancia estomatica, responsavel pela troca de gases e vapores, com a
reducdo do potencial hidrico. O fechamento estoméatico causa uma maior reducdo do
fluxo de H2O para fora da folha do que no fluxo de CO2 que chega aos cloroplastos,

diminuindo mais a taxa transpiratoria que a taxa fotossintética (RIVAS et al., 2013).

Provavelmente, mesmo com o fechamento estomatico a transpiracdo continuou
ocorrendo, embora em taxas minimas, demonstrando desta forma uma possivel
transpiracdo cuticular nesta espécie. Comportamento e resultado estes que puderam ser

observado neste experimento.

A reducdo da transpiracdo provavelmente ocorre devido ao fechamento
estomatico, que é promovido pelo aumento da biossintese ou da redistribuicdo do ABA,

horménio regulador do fechamento estomatico em plantas sob estresse (LIMA, 2015).

Para Alves (2010) uma das causas da diminuicdo da transpiracdo pode ser
atribuida a diminuicdo do suprimento de agua pelo decréscimo da condutividade
hidraulica das raizes ou pela morte de raizes, causando queda no potencial hidrico das
folhas. Este mesmo autor trabalhando com plantas de Tabebuia serratifolia encontrou
reducdes de 99% nas taxas de transpiracdo sob deficiéncia hidrica em relacdo as plantas

controle.

Variaveis biométricas

- Altura

Segundo Jaleel et al. (2009), a limitacdo hidrica é considerada um dos mais

importantes fatores de estresse que limitam o crescimento das plantas. Pois de acordo
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com Jesus e Azevedo Neto (2013), a avaliacdo do crescimento é um parametro utilizado

para evidenciar a tolerancia das plantas sob estresse.

A manutencdo da turgescéncia € um pré-requisito necessario para o alongamento
e crescimento celular e, consequentemente, o fornecimento limitado de &gua pode

causar grandes reducdes no crescimento das plantas (WARREN et al, 2012).

Nascimento et al (2011) trabalhando com mudas de Hymenaea coubaril também
ndo encontrou diferencas estatisticas entre os tratamentos ap6s um periodo de 49 dias de
suspensdo hidrica.

- DAC

De acordo com Lechinoski et al, (2007) a falta de agua no solo torna a variavel
como o diametro limitante ao crescimento das espécies vegetais quando submetidas a

condicdo de deficiéncia hidrica.

Almeida (2005) avaliando o didmetro a altura do coleto em plantas de
Hymenaea courbaril observou diferencas estatisticas para o tratamento com apenas 25%
da capacidade de campo, evidenciando desta forma a influéncia da deficiéncia hidrica

na reducdo biométrica das plantas.
-NUmero de Folhas

Em virtude com curto periodo de tempo que as plantas foram submetidas a
deficiéncia hidrica, a emissdo de novas folhas ndo sofreu influéncia. De forma nédo
possivel verificar diferenca para ambos os tratamentos, tanto para os fatores isolados

quanto para a interacéo.

Para Silva e Nogueira (2003) espécies lenhosas apresentam reducdo na emissao

de novas folhas ap6s inducédo de deficiéncia hidrica.

Diferindo deste estudo, os autores acima encontraram diferengas significativas
entre trés espécies lenhosas (Mimosa cesalpiniifolia, Prosops juliflora e Tabebuia
aurea), ao encontrar reducdo na emissdo de novas folhas quando as plantas foram

submetidas a deficiéncia hidrica.
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- Massa seca parte aérea, raiz e razdo raiz/parte aérea

Para Pereira et al, (2003) é muito importante avaliar o crescimento do sistema
radicular e da parte aérea, com base no acumulo de matéria seca e do incremento da
area foliar. Pois, os indices determinados na andlise de crescimento indicam a
capacidade do sistema assimilatorio das plantas em sintetizar (fonte) e alocar a matéria
orgénica nos diversos orgaos (drenos) que dependem da fotossintese, respiracdo e
translocacdo de fotoassimilados dos sitios de fixacdo de carbono, aos locais de
utilizacdo ou de armazenamento, onde ocorrem o crescimento e a diferenciacdo dos
Orgdos (FONTES et al, 2005).

Moraes (2011) trabalhando com plantas de eucalipto encontrou resultados
semelhantes, com a biomassa da parte aérea inferior a raiz quando as plantas foram
submetidas a deficiéncia hidrica. Em relacdo ao crescimento radicular, algumas espécies
florestais tendem a incrementar o crescimento das raizes apds submissdo do déficit
hidrico (NASCIMENTO, 2013). Pois de acordo com Larcher (2006) em situacbes
adversas, o crescimento radicular pode ser superior ao da parte aérea, principalmente em
situacBes de seca, uma vez que as mesmas ampliam suas raizes para regidées mais

profundas do solo a procura de agua.

Suassuna et al, (2012) encontraram incrementos na relacdo raiz/parte aérea em
alguns genotipos de citros também submetidos a deficiéncia hidrica, diferindo desta

maneira com a pesquisa aqui desenvolvida.

2.5 CONCLUSAO

O status hidrico do mesofilo CRA, as trocas gasosas e as variaveis de
crescimento foram fortemente afetados pelos fatores relacionados a disponibilidade

hidrica do solo principalmente quando as condi¢des de deficiéncia avancaram.
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Metabolismo do carbono e do nitrogénio em plantas jovens de Tachigali vulgaris
submetidas a deficiéncia hidrica

RESUMO
Espécies arbodreas, por serem incapazes de escapar da seca como algumas plantas anuais

tém desenvolvido muitos mecanismos de tolerancia a seca. Estresse € um desvio das
condicdes 6timas de desenvolvimento do vegetal, no qual podem ocorrer mudancas e
respostas em parte do organismo ou nele como um todo. Tachigali vulgaris é uma
espécie pioneira, colonizadora de terrenos marginais e margens de estradas, que
frequentemente inicia a sucessdo secundaria em areas abertas pela germinacao intensa
de suas sementes no solo. As respostas bioquimicas de plantas ao déficit hidrico estéo
relacionadas a capacidade de sintese e/ou acumulo de osmdlitos compativeis com
propriedades regulatoria do potencial hidrico celular, como a prolina, a glicina betaina,
os aminodcidos soluveis, os carboidratos soluveis e a sacarose. O experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo do laboratério de Estudos da Bidiversidade de Plantas
Superiores EBPS/UFRA em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 3 x 2 (trés tempos: zero, cinco e dez dias de suspensdo hidrica, e duas condi¢des
hidricas: controle e deficiéncia hidrica), com 4 repeti¢cdes, sendo aplicada a analise de
variancia nos resultados e quando necessario, as médias foram comparadas pelo teste t
ao nivel de 5 % de probabilidade, através do pacote estatistico (Assistat 7.7 beta, 2015).
Os processos bioquimicos nas plantas de T.vulgaris foram fortemente afetados pela
deficiéncia hidrica, através da reducdo do CRA; NOs"; amido e da atividade da redutase
do nitrato, elevacdo nas concentracdes de NH4*, vazamento de eletrdlitos; concentragdes

de prolina, sacarose, aminoacidos e carboidratos sollveis totais.

Palavras chave: bioquimica. Pigmentos. Ajustamento. Nitrato.

ABSTRACT

Tree species, being unable to escape the drought as some annual plants have developed
many mechanisms of drought tolerance. Stress is a deviation from optimal conditions of
development of the plant, which can be changes and responses in the body or part of it
as a whole. Tachigali vulgaris is a pioneer species, colonizing marginal lands and
roadsides, often initiates secondary succession in open areas by the intense germination
of their seeds in the soil. The biochemical responses of plants to water stress are related
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to the capacity of synthesis and/or osmolytes accumulation consistent with regulatory
properties of the cell water potential as proline, glycine betaine, soluble amino acids,
soluble carbohydrates and sucrose. The experiment was conducted in Bidiversidade
Studies Lab greenhouse Higher Plants EBPS/UFRA in experimental design was
completely randomized (DIC) in a factorial 3 x 2 (three times: zero, five and ten days of
water suspension, and two water conditions: control and drought stress), with four
repetitions, being applied to analysis of variance in the results and when necessary, the
means were compared using the t test adopting the 5% level of probability through the
statistical package (Assistat 7.7 beta, 2015). The biochemical processes in plant
T.vulgaris were strongly affected by water deficit by reducing the CRA; NOg"; starch
and nitrate reductase activity, rise in NH4" concentrations, electrolyte leakage; proline
concentrations, sucrose, amino acids and total soluble carbohydrates.

Keywords: Biochemistry. Pigments. Adjustment. Nitrate.

3.1 INTRODUCAO

Espécies arbdreas, por serem incapazes de escapar da seca como algumas
plantas anuais tém desenvolvido muitos mecanismos de tolerancia a seca. Considerando
que cada tipo de estratégia é especifico para determinada espécie, o conhecimento da
estratégia de resisténcia permite a selecdo de caracteristicas fisiologicas que podem ser
usadas em programas de melhoramento (PITA et al., 2005). Por se tratar de um estagio
chave no ciclo de vida das espécies arboreas o estagio de muda é o mais critico, pois, da
capacidade de sobrevivéncia da muda dependerdo todos os estagios posteriores (TYREE
et al., 2003) e possuirem um sistema radicular ainda pouco desenvolvido que limita o
acesso a agua do solo, as mudas sdo especialmente vulneraveis ao estresse hidrico
(SLOT & POOTER, 2007). Por essa razdo, grande parte dos estudos com espécies
arbéreas refere-se ao estadgio de muda ou a fase inicial de crescimento em ambientes

com variaveis mais controlaveis.

Para Larcher (2006), estresse € um desvio das condi¢cbes Otimas de
desenvolvimento do vegetal, no qual podem ocorrer mudangas e respostas em parte do
organismo ou nele como um todo. No inicio, essas alteracGes podem ser reversiveis,
mas, dependendo da duracéo e da situacdo de estresse, podem ser irreversiveis, levando
a danos permanentes ou até a morte. E evidente que as plantas estdo modificando seus
processos fisiologicos e ecoldgicos, a fim de se adaptar e sobreviver para 0s novos

cenarios ambientais impostos pelas mudancas globais (COATES et al, 2011).
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Diante disso necessita-se de estudos aprofundados sobre as espécies vegetais
frente as oscilagbes do meio, tendo em vista que as alteracdes no clima vém sendo de
grande influencia para a pratica sustentavel da silvicultura. Em particular, estudo sobre
plantas pertencentes a familia Leguminosae, muito utilizadas em plantios para

recuperacdo de areas degradadas.

Tachigali vulgaris é uma espécie pioneira, colonizadora de terrenos marginais e
margens de estradas, que frequentemente inicia a sucessdo secundaria em &reas abertas
pela germinacdo intensa de suas sementes no solo. Tem se destacado pelo rapido
crescimento e sua madeira € amplamente utilizada por comunidades rurais do Centro-
Oeste e Nordeste, na confeccdo mourdes, esteios, embalagens e caibros, na construcao
civil, além de fonte para a producédo de lenha e carvdo vegetal, sendo inclusive indicada
para plantios energéticos (FRANKE 1999). E uma espécie endémica do Brasil, onde s&o
registradas para as regides Nordeste (Maranhdo, Piaui, Ceard e Bahia), Centro-Oeste
(Mato Grosso, Goids, Distrito Federal e Mato Grosso do Sul) e Norte (Par4, Amazonas
e Tocantins), ocorrendo nos dominios fitogeogréficos da Caatinga, Cerrado e Amazodnia
(LIMA, 2012).

De acordo com Matos et al (2012), o metabolismo do nitrogénio depende
substancialmente da disponibilidade de adgua na planta, como a atividade de algumas
enzimas que sdo extremamente sensiveis ao déficit hidrico. Além do que tal
metabolismo na folha pode representar um dreno consumidor de excesso de energia

luminosa e possivelmente minimizar os danos do déficit hidrico (CARMO et al, 2014).

O ajustamento osmotico € uma resposta que muitas espécies tolerantes ao déficit
hidrico utilizam para sobreviver quando os niveis de agua no solo encontram-se
reduzidos, de modo a evitar a desidratacdo. De acordo com os resultados do potencial
hidrico pode-se observar um possivel ajustamento osmético para a espécie em estudo,
uma vez que esta teve seu potencial hidrico reduzido e sua turgescéncia foliar
conservada, conforme se pode observar com o valor do Teor Relativo de Agua, com

iSO a espécie mantém ativo os processos bioldgicos importantes (SILVA, 2013).

Diante do pressuposto, a presente pesquisa tem por objetivo avaliar o
metabolismo do carbono e do nitrogénio em plantas de Tachi branco sob trés periodos

de suspensdo hidrica.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Conducao do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do laboratdrio de Estudos da
Bidiversidade de Plantas Superiores EBPS/UFRA durante os meses de abril a agosto do
ano de 2015, onde as plantas foram transplantadas para vasos de polietileno com
capacidade de 4,5Kg de substrato, ficando por um periodo de dois meses de

aclimatacao.

Para suprir a caréncia nutricional das mesmas foi aplicada solucdo nutritiva de
(HOAGLAND e ARNON, 1950). As mudas foram adquiridas da Associagdo das
indUstrias Exportadoras de madeiras do estado do Para — AIMEX, com idade de quatro
meses. Sendo o lote das mudas formado por sementes oriundas do municipio de Alta

Floresta, estado do Mato Grosso.

Delineamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em
esquema de parcela subdivida (trés tempos: zero, cinco e dez dias de suspensdo hidrica,
e duas condic¢es hidricas: controle e deficiéncia hidrica), com 4 repeti¢des, totalizando

24 unidades experimentais (uma planta/vaso).

Sendo aplicada a andlise de variancia nos resultados e quando ocorreu diferenca
significativa, as médias foram comparadas pelo teste t adotando-se o nivel de 5 % de
probabilidade, através do pacote estatistico (Assistat 7.7 beta, 2015).

Contetido Relativo de Agua

O CRA foi determinado entre 05:00 e 06:00h em cada coleta. Onde foram
retirados os discos para a determinacdo imediata do CRA. O método utilizado foi o
descrito por Slavick (1979), foram retirados 30 discos foliares frescos (10 mm de
diametro) de cada planta, ao acaso, através de um vazador de aco- inoxidavel,
determinando imediatamente a massa dos mesmos (MF1) em balanca analitica. Em
seguida os discos foram transferidos para uma placa de Petri, contendo 35 ml de agua

destilada e deixados na bancada (25°C) por um periodo de 12 horas. Posteriormente 0s
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discos foram colocados em papel de filtro para retirar o excesso de &gua e em seguida
pesados para determinar a massa targida (MF2). Apos, os discos foram colocados em
sacos de papel e levados a estufa (70°C) por 24h e posteriormente foi determinada a

massa seca dos discos (MS).

CRA = (MF1 — MS)/ (MF2 —-MS) x 100

Variaveis Biogquimicas

- Concentragdes de nitrato
Foram pesados 50 mg das folhas e das raizes previamente liofilizadas, e

adicionadas em tubos de ensaio contendo 5,0 mL de &gua destilada, e estes incubados
em banho-maria por 30 minutos a 100 °C. Em seguida, este quantitativo foi
centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos e retirado o sobrenadante. A reacdo foi
preparada em tubo de ensaio contendo 100 pL do extrato + 200 pL de solucdo de acido
salicilico 5 % (p/v), em acido sulfurico concentrado. Ap0Os vigorosa agitacdo em
agitador do tipo vortex, foram adicionados lentamente dentro do tubo 4700 pL de
NaOH 2 N. Em seguida, deixados em repouso até atingirem a temperatura ambiente por
cerca de 20 minutos. Apos este processo, foram feitas leituras em espectrofotdmetro na
absorbancia de 410 nm. O branco foi feito usando no ensaio agua deionizada em
substituicdo ao extrato. A concentracdo de nitrato foi obtida a partir de uma curva
padrdo com concentracgdes crescentes de NOz™ (0, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ¢ 5,0 umol mL"
). Os resultados foram expressos em mmol de NOs~. kg? MS de tecido. O método
utilizado foi o0 de (CATALDO et al., 1975).

- Atividade da Redutase do Nitrato (EC 1.6.6.1)
Foram pesados, aproximadamente, 200 mg de discos das raizes e das folhas de

0,5 cm de didmetro. As amostras foram colocadas em tubos de ensaio, contendo 5 mL
do tampéo fosfato 0,1 M, pH=7,5; contendo isopropanol 1% (v/v), KNOz mM) e estes
cobertos com papel aluminio (tratamento escuro). Em seguida, os tubos foram
evacuados com o auxilio de uma bomba de vacuo, durante 2 minutos. Por seguinte, 0s
tubos foram colocados em “banho-maria” a 30 °C, por 30 minutos, na auséncia de luz.
Em tubos de ensaio tipo pirex, foram adicionados aliquotas de 1 mL de tampé&o fosfato
+ 2 mL do extrato diluido + 1,0 mL de sulfanilamida 1% + 1,0 mL de N-1-
naftiletilenodiamina dicloridrato (NNEDA) 0,02%, totalizando um volume final de 5
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mL. Em seguida, os tubos foram deixados em repouso por 15 minutos. A leitura foi no
espectrofotdbmetro a 540 nm contra o branco (3,0mL de tampéo fosfato + 1,0 mL de
sulfanilamida 1% + 1,0 mL de NNEDA, 0,02 %). O resultado da atividade da redutase
do nitrato foi estimado através da producdo de NO, no meio de reacdo, sendo expressa
em pmoles de NO2. g.MF-1. h'!, a partir de uma curva-padrdo obtida com KNO; p.a
(Sigma). O método empregado foi o método in vivo preconizado por (HAGEMAN;
HUCKLESBY, 1971).

- Concentracdes de Amonio Livre
Foram pesados 50 mg de massa seca (MS) das raizes e das folhas em po, e

colocados em tubos de ensaio de 15 mL, adicionando-se 5 mL de agua destilada e
levados ao banho-maria por 30 min a 100 °C. Apds a extracdo as amostras foram
centrifugadas em centrifuga de bancada (1000 rpm) e os sobrenadantes coletados para
obten¢do do extrato total. Nos tubos de ensaio foram acrescentados 400 uL de extrato
total + 2,5 mL da solucdo A (5 g de fenol +0,025 g de nitroprussiato de sodio/ 500 mL
de &gua destilada) e homogeneizado em vortex, acrescentando mais 2,5 mL da solucdo
B (2,5 g de NaOH + 12,6 mL de hipoclorito de sddio/ 500 mL de agua destilada) e
foram agitados novamente em vortex, levando-os ao banho-maria por 20 min a 37 °C.
Ap0s esse periodo foram removidos do “banho-maria” e deixados em repouso por 40
min, em seguida, levados para fazer a leitura no espectrofotdometro a 625 nm e usando-
se agua destilada (em substituicio ao extrato) + reagentes como branco. As
concentracfes de amonio livre foram estimadas a partir da curva-padrao construida com
(NH4)2S04 p.a (Sigma). Os resultados foram expressos em mmol de NH4*/ Kg de MS.
Para isso utilizou-se o método descrito por (WEATHERBURN, 1967).

-ConcentracBes de Aminoacidos Sollveis Totais

Foram pesados 50 mg das folhas e das raizes, e colocados em tubos de ensaio
com 5mL de agua deionizada, fechados hermeticamente e incubados em banho-maria a
100°C, durante 30 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 6.000 xg, por
10 minutos. Apds a extracdo o sobrenadante foi coletado e desenvolvido a reacéo para
dosagem dos aminoacidos. Aliquotas de 0,1 mL do extrato foram colocadas em tubos de
ensaio e acrescidas de 0,4 mL de 4gua mille-Q. Em seguida 0,250mL de uma solucéo
tamponada, pH 5,0, contendo 0.2 mol.L-1 de citrato; 0,250 mL do reagente de

ninhidrina (KCN 0,1 mmol.L-1 e ninhidrina 5% em methoxy etanol) foi adicionado.
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Ap06s misturar bem em vortex os tubos foram hermeticamente fechados e colocados em
“banho-maria”, no qual permaneceram pelo tempo de 15 minutos a temperatura de 100°
C. Em seguida, a reacdo foi interrompida em banho de gelo, momento em que foram
adicionados 1,5 mL de uma solucéo de etanol 50% (v/v). Apos os tubos permanecerem
por 20 minutos em temperatura ambiente e em seguida, efetivadas leituras em
espectrofotémetro, a 570 nm, sendo os teores de aminoacidos livres totais, determinado
com base em uma curva padrdo ajustada a partir de concentracdes crescentes de uma
mistura padronizada de L — glutamina. A concentracdo de aminoacidos livres totais
(AALT) foi determinada segundo método descrito por (PEOPLES et al.,1989).

- Concentrac¢des de Amido
O método utilizado para a obtencdo das concentragdes de amido foi segundo

Dubois et al., (1956), onde foram feita duas extracfes etanodlica de 50 mg da massa seca
das folhas em 5,0 mL de etanol 80%, por 30 min a 80 °C, e com 5,0 mL de HCIO4 30%
por 30 minutos a 25 °C . Apos as extracdes centrifugou-se (2000 rpm por 10 minutos) e
coletados os sobrenadantes. Sendo estes ultimos unidos e aferidos ao volume para 10
mL com Aagua destilada para obtencdo do extrato total. Nos tubos de ensaio foram
colocados 100 puL do sobrenadante + 400 puL de H>O destilada e agitando-se em vortex,
adicionando-se 0,5 mL de fenol 5% e agitando no vortex, logo depois foi adicionado
uniformemente e de uma Unica vez no centro do tubo (com pipeta graduada) 2,5 mL de
H>SO4 concentrado e novamente agitado os tubos em vortex e levado ap6s 20 min de
repouso ao espectrofotometro a 490 nm.

-Concentracgdes de Carboidratos SolGveis Totais
Carboidratos soltveis totais (CST) foi determinado segundo o método

colorimétrico descrito por Dubois et al. (1956), modificado como se segue: Amostras
vegetais foram homogeneizadas em 5 mL de agua destilada e o homogeneizado
resultante incubado a 100°C, por 30 minutos. Apos centrifugacéo a 700 g, por 10 min, o
sobrenadante foi coletado e o procedimento de extracdo repetido por duas vezes. Os
sobrenadantes foram combinados e homogeneizados e, do extrato final resultante, uma
aliquota de 20 pL foi amostrada para as demais etapas. A cada aliquota foi adicionado
480 pL de agua deionizada e, ap6s agitagao por 15 minutos, foram adicionados 500 pL
de fenol 5% e 2,5 mL de acido sulfurico concentrado a cada amostra. Apos vigorosa

agitacdo (20 minutos), a ABS das amostras foi registrada a 490 nm.



59

-Concentracgdes de Sacarose
Para determinacao de sacarose o método de Van Handel (1968), sofreu algumas

modificagdes. As amostras foram maceradas em 1,5 ml de MCW (metanol:
cloroférmio: agua 12: 5: 3, v/v/v) e agitadas por 20 minutos. O homogeneizado foi
centrifugado a 500 g, por 30 minutos, a temperatura ambiente. Apds a coleta do
sobrenadante, foi repetido o processo de extracdo por duas vezes consecutivas e 0s
sobrenadantes reunidos e seu volume final determinado. Apds agitacdo, aquecimento a
100°C por 10 minutos e resfriamento em banho de gelo, um volume de 3,0 ml de
solucéo de antrona 0,2% (em &cido sulfurico) foi adicionado a cada tubo. A mistura foi
agitada e aquecida novamente (40 °C por 20 minutos) e, ap0s resfriamento, a ABS das
amostras foi determinada a 620 nm por meio de um espectrofotometro (Genesys TM10
series, Thermo Electron Co., Wisconsin, USA).

-Concentragdes de Prolina
Os teores de prolina foram determinados de acordo com Bates et al. (1973). A

extracdo foi realizada a quente (em banho-maria a 100 °C, por 30 min),
homogeneizando-se as amostras em 5 mL de agua destilada. Apds centrifugacdo a 700
g, por 20 min, o sobrenadante foi coletado e deste utilizado uma aliquota de 1 mL para a
quantificacdo de prolina, iniciada pela adi¢cdo de 1 mL de ninhidrina acida e 1 mL de
acido acético glacial 99,5%. A mistura foi agitada e incubada a 100 °C por 1 h. As
amostras foram resfriadas em banho de gelo e a elas adicionadas 2 mL de tolueno para a
separacdo das fases. A fracdo contendo grupo cromdforo foi coletada e a absorvancia
(ABS) determinada a 520 nm emespectofotdbmetro UV-Visivel (mod. GenesysTM
10series, Marca Thermo Electron Corporation, Wisconsin, USA). A concentracdo de
prolina foi determinada por meio de uma curva de calibracdo de prolina e o resultado

expresso em mmoL prolina g-1 de matéria seca (MS).

3.3 RESULTADOS

Conteddo relativo de Agua

O conteudo relativo de agua (Figura 1) apresentou diferenca estatistica a partir
do quinto dia de experimento, com médias de 85,31 para 66,07% no teor de agua no
tecido foliar dos tratamentos controle e deficiéncia hidrica respectivamente, em

detrimento a diminuicdo de agua do solo. Ja no ultimo ponto de coleta dos dados houve
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uma dréstica redugdo no CRA, de 84,81 para o tratamento e de 22,67% para deficiéncia

hidrica, o que correspondeu uma reducéo de 32,14% no teor de agua no tecido foliar.

Figura 1. Conteudo Relativo de Agua (A) em folhas de Tachigali vulgaris, em funcio da deficiéncia
hidrica, em trés épocas de avaliagdo. Belém (PA), 2015.
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minusculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrdes das médias.

Concentrages de nitrato

Houve diferenca estatistica para a interacdo dos fatores na concentracdo de
nitrato (Figura 7A) nas folhas ao nivel de probabilidade definido, reduzindo de 0,1843
para 0,1433 mmoles de NOs/mg MS nos tratamentos controle e deficiéncia hidrica ao
quinto dia de experimento e de 0,1893 para 0,1283 mmoles de NOs/mg MS,
respectivamente, apresentando uma reducdo de 18,67% na concentracdo deste ion. As
observacBes obtidas para as raizes foram significativas apenas para o tratamento 2
(condicdo hidrica), apresentando reducdo de 0,1097 no controle para 0,0939 mmoles de
NOs/mg MS sob deficiéncia hidrica, 0 que correspondeu uma reducéo de 14,40% na

concentracdo do ion neste rgao.

Atividade da Redutase do Nitrato

A partir do quinto dia passou a registrar-se diferenca estatistica na atividade da
enzima redutase do nitrato no tecido foliar (Figura 7B) ao nivel de 5% de probabilidade
para a deficiéncia hidrica nos tecidos foliares (0,3098) quando comparado ao controle
(0,3616 pmoles de NO2/g MF/h). Ao décimo dia houve maior reducdo da atividade
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enzimaética da redutase do nitrato (Figura 2B), de 0,3618 para 0,2355 NO2/g MF/h para
controle e deficiéncia, respectivamente. O que representou ao longo do experimento

uma reducdo de 17,06% na atividade da enzima.

Para o tecido da raiz também registrou-se diferencas significativas a partir do
quinto dia de suspensédo hidrica, reduzindo de 0,1461 no controle para 0,1261 NO2/g
MF/h na deficiéncia. E no dltimo ponto de coleta de 0,1490 para 0,1033 NO2/g MF/h
nos tratamentos controle e déficit respectivamente. Representando uma redugdo de

15,77% na atividade enzimatica.

Concentracbes de Amonio Livre

Apobs o quinto dia de experimento as médias do controle e deficiéncia hidrica
passaram a diferenciar-se estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade, havendo um
acréscimo na concentracdo de amonio livre (Figura 7C) em tecidos foliares na ordem de
5,86 para 10,58 umol de NH4*/g de MS e de 5,43 para 12,07 pmol de NH4"/g de MS ao
décimo dia respectivamente, 0 que representou um aumento na ordem de 64,83% deste
ion. Nos tecidos da raiz também houve diferenca estatistica na concentracdo de aménio
livre para ambos os tratamentos a partir do quinto dia, pelo acréscimo de 3,14 para 4,05
umol de NH4"/g de MS e de 3,17 para 3,93 umol de NH4*/g de MS. Apresentando um

aumento de 1,61% na concentracao.

Concentracfes de Aminoacidos Sollaveis Totais

Para a concentracdo de aminoacidos sollveis totais (Figura 7D) foi possivel
observar diferenca estatistica ao nivel de 5% probabilidade para os tecidos foliares,
havendo acréscimo de 84,09 para 111,96 pumol de AA/g de MS a partir do quinto dia,
aumentando ainda mais ao décimo dia de avaliagdo para 130,74 umol de AA/g de MS,
obtendo um aumento de 28,03% na sua concentracdo. Havendo também diferenca
significativa para o tecido da raiz, aumentando de 72,38 para 79,48 pumol de AA/g de
MS ao quinto dia e de 72,77 para 83,51 umol de AA/g de MS ao décimo dia, para o
tratamento controle e deficiéncia hidrica respectivamente, representando um aumento na
ordem de 8,42%.
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Figura 2. ConcentracGes de Nitrato (A), Redutase do Nitrato (B), Amonio (C) e Aminoacidos (D) plantas
jovens de Tachigali vulgaris, em fungéo da deficiéncia hidrica, em trés épocas de avaliacdo. Belém (PA),
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minusculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrdes das médias.

Concentracfes de Amido

As concentracdes de amido da folha (Figura 8A) apresentaram diferencas
significativas a partir do quinto dia, com reducgdes na ordem de 0,7003 para 0,4948
mmol de GLU/g de residuo nos tratamentos controle e deficiéncia hidrica,
respectivamente. Tornando a reduzir novamente ao décimo dia de experimento, de
0,6868 para 0,3958 mmol de GLU/g de residuo, representando uma reducdo de 44,98%
na sua concentracdo. O mesmo comportamento também foi observado para a raiz, com
reducdes de 0,641 para 0,542 ao quinto dia e, de 0,643 para 0,373 mmol de GLU/g de

residuo ao décimo dia de experimento, o que representou uma reducdo de 21,07%.

Concentracdes de Carboidratos Soluveis Totais

N&o houve diferenca estatistica para a interacdo dos fatores na variavel
carboidratos soluveis totais (Figura 8B) em tecidos da folha, havendo somente diferenca

estatistica ao nivel de 5% de probabilidade para o tratamento 2 (condicdo hidrica), com
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as médias de 0,7080 no controle e de 0,7301 mg de CTS.g! MS sob deficiéncia hidrica,
representando um aumento de 3,12%. A mesma observacdo foi conferida para tecidos
da raiz, com diferenca estatistica ao nivel de 5% de probabilidade apenas para o
tratamento 2 (condicdo hidrica), com meédias de 0,2822 no controle e de 0,3134 mg de

CTS.g! MS sob deficiéncia hidrica, obtendo um aumento na ordem de 11,05%.

ConcentracOes de Sacarose

A concentracdo de sacarose (Figura 8C) nas folhas ndo diferiu estatisticamente
ao nivel de probabilidade definido ao longo dos trés pontos de observacao, no entanto,
pode-se observar uma diferenca absoluta de valores entre os tratamentos. Com uma
média de 52,8 mg de sacarose/mg MS aumentando para 54,36 mg de sacarose/mg MS
ao quinto dia e aumentando ainda mais para 59,4 ao décimo dia, 0 que representou um
aumento quantitativo de 4,77%. Ja para a concentracdo de sacarose na raiz houve
diferenca a partir do quinto dia, aumentando de 35,12 para 48,42 mg de sacarose/mg
MS, aumentando ainda para 49,08 ao décimo dia, 0 que por sua vez representou uma

aumento de 24,77% na sua concentracdo final.

Concentrages Prolina

A variavel prolina (Figura 8D) apresentou diferenca significativa quando feita a
comparacdo do tratamento controle e deficiéncia hidrica a partir do quinto dia,
registrando um incremento significativo de 2,412 para 11,738 umol.g? MS
respectivamente, e ao décimo dia aumentando ainda mais de 2,426 para 13,006 pmol.g™
MS, o que representou um aumento de 193,58% na sua concentracdo final para as
plantas sob deficiéncia hidrica. Para a raiz também houve diferenca estatistica ao nivel
de 5% de probabilidade, aumentando de 1,761 para 2,915 umol.g™* MS ao quinto dia e
de 1,764 para 3,647 umol.g™* MS ao décimo dia de experimento. Obtendo um aumento

de 57,26% na sua concentracdo final.
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Figura 3. Concentra¢des de Amido (A), carboidratos (B), Sacarose (C) e Prolina (D) em plantas jovens de
Tachigali vulgaris, em funcdo da deficiéncia hidrica, em trés épocas de avaliacdo. Belém (PA), 2015.
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minusculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrdes das médias.

3.4 DISCUSSAO

Contetdo Relativo de Agua

As reducdes no status hidrico do tecido foliar € consequéncia direta da baixa
disponibilidade hidrica existente na matriz do solo, que se deu fortemente a partir do

quinto dia apo6s inicio do experimento, e agravando-se ainda mais ao décimo dia.

De acordo com Sant’ Anna (2009) a reducao do CRA ¢ consequéncia direta da
maior pressdo de défict hidrico devido a falta de dgua no solo, pois em um solo sem
recarga de agua, sua condicdo hidrica diminui gradativamente. O CRA reflete a
dindmica do balango de agua da folha, isto &, resultado entre a &gua que entra na folha e
a que sai por transpiragdo (MACHADO et al, 2002).

Caracteristicas como o conteudo relativo de agua (CRA) tém sido relacionadas
com a toleréncia a seca em plantas, apontado como eficientes no estudo da adaptacéo de

plantas a seca, bem como na comparacdo de materiais em programas de melhoramento
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(JONES, 2007) e que vem sendo eficiente na diferenciacdo de plantas, em grande parte
dos trabalhos de pesquisa relacionados com déeficit hidrico, apontando elevada

correlagdo com o ajustamento osmatico (JAMES et al, 2008).

Albuquerque et al (2013) também observaram reducgdes significativas apds
submeter mudas de Khaya ivorensis por um periodo de 14 dias de suspensdo hidrica,

onde obteve redugdes de 62% no conteudo relativo de agua.

ConcentragOes de Nitrato

A reducdo de nitrato pelas raizes ocorre através de transportadores especificos
localizados na superficie da célula. Processo denominado de simpdrtico, em que 0s ions
H* sdo co-transportados juntamente com os ions NO3™. Posteriormente o ion é reduzido
a nitrito pela redutase do nitrato na prépria raiz ou transportado para a parte aérea via
xilema, para ser reduzido nas folhas (CAMPBELL, 2001).

A reducdo de nitrato é resultado do baixo fluxo da corrente transpiratéria na
planta, do qual vai ajudar o transporte de nutrientes, refletindo com isso na baixa
atividade da enzima redutase do nitrato nas raizes e folhas, tendo em vista que a enzima
depende do fornecimento de nitrato. De acordo com Andrade Neto (2005) a atividade da
enzima redutase do nitrato ndo reduz totalmente sua atividade em raz&o do fornecimento
constante embora reduzido, de nitrato oriundo da reserva do vacuolo das células, como

pode ser observado neste trabalho.

Embora as plantas gastem bem mais energia para reduzir o nitrato ao invéz de
amonio para utilizar o nitrogénio, para (Guo et al, 2002) as vantagens da utilizagéo de
nitrato sdo provavelmente, devido 0s custos energético de desintoxicacao, processo que

seria necessario no caso de absorcao excessiva de aménio.

Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira Neto, (2010) em plantas
Hymenaea courbaril L. submetidas a deficiéncia hidrica e ao alagamento, onde
observou diminui¢cdo da concentragdo de nitrato nas folhas e nas raizes sob deficiéncia

hidrica.
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Atividade da Redutase do nitrato

Para Alves (2010) a deficiéncia hidrica diminuiu a atividade da enzima em
virtude da diminuicdo do fluxo de &gua e nutrientes pela corrente transpiratoria,
diminuindo a absorcéo e com isso também o fluxo de nitrato da raiz para as folhas, pois

a enzima é altamente dependente do nitrato como substrato.

Segundo Moro (2012) é normal a atividade da enzima apresentar reducao na sua
atividade com o avanco do estresse por déficit hidrico. Outra caracteristica da enzima €
que a mesma utiliza energia oriunda da fotossintese, sendo fortemente regulada pelo
fornecimento de esqueletos carbdnicos para incorporacao de nitrogénio em aminoéacidos
(OLIVEIRA, 2010).

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com Alves (2010) ao avaliar o
comportamento bioquimico de plantas jovens de Tabebuia serratifolia submetido a
deficiéncia hidrica, diagnosticando uma reducéo na atividade da enzima em 75% com o
avanco dos dias de estresse, tanto nas folhas quanto na raiz.

Concentraces de Amonio Livre

O acumulo de aménio no tecido vegetal pode ser oriundo tanto da absorcéo
direta, reducdo do nitrato, desaminacdo de compostos nitrogenados, ciclo
fotorrespiratorio ou da fixacdo bioldgica (KANT et al, 2007), convertido a glutamina e
glutamato pelas acdes sequenciais da glutamina sintetase e glutamato sintase, que estdo
localizadas no citosol e nos plastideos das raizes ou dos cloroplastos (CELESTINO,
2006) formando os aminoécidos. Podendo ainda também ser assimilado por intermédio
de uma rota alternativa, conhecida como rota da glutamato desidrogenase (GDH) a qual
catalisa a reacdo reversivel que sintetisa ou desamina o glutamato, prevalecendo a
formacdo de amonio e 2-oxoglutarato (CARVALHO, 2012a).

Este aumento nas concentracfes de amonio livre provavelmente possa ter
induzido outras rotas de formacéo, através da quebra de proteinas (TAIZ e ZEIGER,
2013). Segundo Ferreira et al (2002) uma outra resposta para esta concentracao de
amonio livre nos tecidos seria 0 aumento da atividade fotorrespiratéria. E de acordo

com Oliveira Neto (2010) pela reducéo da atividade fotossintética, que fornece ATP e
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pela formagéo de poder redutor (NADPH, FADH e NADH) para o metabolismo do

nitrogénio.

Esses resultados provavelmente possam ser explicados pela redugédo da enzima
glutamina sintetase. Apesar dessa enzima possuir substrato (aménio) suficiente para a
ativacdo desta enzima, a falta de energia (ATP) e a reducdo de glutamato no meio
celular, através da possivel diminuigdo da taxa fotossintética e do metabolismo dos
aminoacidos, sdo essenciais para manter a atividade desta enzima (OLIVEIRA NETO,
2008).

Lobato et al (2013) ndo obtiveram diferencas estatisticas nos teores de amonio
livre para duas cultivares de capsicum annuum combinadas com diferentes

concentragdes de silicio sob deficiéncia hidrica.

Concentracfes de Aminoacidos Soluveis Totais

Em condicBes de estresse hidrico, 0 metabolismo de aminoacidos € amplamente
alterado, sendo a sintese de proteinas diminuida e a protedlise aumentada (SODEK,
2004). Esse aumento na concentracdo de compostos organicos sollveis no citoplasma
de plantas cultivadas e submetidas a estresse € considerado como um mecanismo
utilizado para balancear o potencial osmético, entre o citoplasma e o vacuolo, e desta
forma evitar danos aos sistemas enzimaticos (MUNNS; TESTER, 2008), protegendo as
estruturas e funcdes celulares, além de constituir fonte de energia metabolica (VADEZ,;
SHARM, 2008).

Para Azevedo Neto et al (2004) aminoacidos e carboidratos sdo considerados 0s
principais solutos organicos para o ajustamento osmético de plantas submetidas a
estresse hidrico e salino. O acimulo de aminoacidos em plantas sob deficiéncia hidrica
pode ser resultante da reducdo na sintese de proteinas e da associacdo de mRNA com
polissomas (KAWAGUCHI et al, 2004), ou do aumento da degradacdo de proteinas
(CATALA et al, 2007).

Resultados semelhantes também foram encontrados por Neves (2013)

trabalhando com mudas de Mogno brasileiro Swietenia macrophylla King sob dois



68

periodos (seco e chuvoso), onde obteve um aumento de 423,54% nos teores de

aminoéacidos durante o periodo seco em comparagdo com o chuvoso.

ConcentragcOes de Amido

Segundo Freitas (2014) a diminui¢do na concentracdo de amido nos tecidos
vegetais ocorre em detrimento da diminuicdo da atividade fotossintética em um
aumento da degradacdo do amido pelas enzimas o e¢ B amilase, formando novos
acucares com intuito de realizar o ajustamento osmdtico nas células. Comportamento

este observado principalmente em tecidos foliares.

J& para o tecido da raiz, a reducdo segundo Pimentel (2004) esta relacionada a
diminuigdo do fluxo de fotoassimilados da folha para a raiz, devido ao fato da
deficiéncia hidrica promover uma reducdo no potencial de pressdo positiva do floema,
além do que, o provavel aumento do consumo de energia atraves da respiracao celular
impulsionado pela absorgéo de nutrientes, metabolismo e crescimento radicular inibe

qualquer possibilidade de armazenamento de reserva de agucares no sistema radicular.

Maltarolo et al, (2015) ao trabalharem com plantas jovens de Morinda citrifolia
sob dois regimes de manejo de agua durante um periodo de dez dias, também observou
uma reducdo na concentracdo de amido, na ordem de 38 e 25% de reducdo nas

concentracdes de amido nos tecidos da folha e raiz, respectivamente.

ConcentracOes de Carboidratos solUveis totais

De acordo co Melo (2007), plantas submetidas a deficiéncia hidrica tém a sua
atividade fotossintética prejudicada, o que por si s6 acarreta menor producdo de
carboidratos. Ao mesmo tempo, fontes de reserva de carbono sdo mobilizadas e
convertidas em carboidratos mais acessiveis para as atividades celulares. Assim, o0
amido é convertido a agucares sollveis (glicose, frutose e sacarose) que exercem
funcbes importantes quando acumuladas em plantas condicionadas ao estresse
(COELHO, 2014).

O acumulo de carboidrato durante a deficiéncia hidrica provavelmente esta
associado aos mecanismos para evitar perda de agua na planta, através do ajuste

osmatico. O ajustamento osmético auxilia a manutencdo da abertura estomatica e o
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funcionamento do aparelho fotossintético, permitindo que este opere mesmo em
condicdes de baixo potencial hidrico (HAYAT et al., 2012).

O aumento dos niveis de carboidratos em plantas sob restricdo hidrica ocorre
devido aos dois acontecimentos bioguimicos que acontecem simultaneamente em
plantas sob estas condi¢des. A via de amido € o principal acontecimento bioguimico,
pois 0 amido é degradado e esta degradacdo é promovida pela a¢do da enzima amilase.
Além disso, existe a via de sacarose que é considerada secundaria, devido a sacarose
sofrer acBes de enzimas invertase e deste modo liberar hexoses que podem ser utilizadas
em processos anabdlicos ou catabdlicos e se ndo for utilizado podem contribuir para o
acumulo de redutores de carboidratos (CHAVES FILHO e STACCIARINI-
SERAPHIN, 2001).

Rivas et al, (2013) também observou um aumento nos teores de carboidratos, ao
avaliar o comportamento de plantas jovens de Moringa oleifera sob um periodo de dez
dias de suspensdo hidrica, corroborando desta forma com os resultados obtidos neste

estudo.

ConcentracOes de Sacarose

AcuUcares sollveis, principalmente sacarose e hexoses, sdo considerados
sinalizadores metabolicos de controle de relages fonte-dreno e de efeitos de integracdo
ambiental com o metabolismo da planta (PAUL; PELLNY, 2003). Em situagdo de
estresse hidrico o metabolismo de carboidratos é alterado, havendo muitas vezes a

conversdo de outros acucares para sacarose (LEE et al, 2008).

O nivel de sacarose é aumentado progressivamente nas plantas sob estresse
hidrico, devido a biossintese de sacarose, em que este aumento provavelmente é
promovido pelo consequente aumento da atividade da enzima sacarose fosfato sintase
que atua na célula fotossintética localizada no citosol, com a funcdo de proteger a
integridade de membranas e proteinas em condi¢des de deficiéncia hidrica
(HOEKSTRA et al, 2001). No entanto, Lee et al (2008) discutem que o acumulo de
carboidratos soluveis que ocorre durante o deficit hidrico da-se mais em fungdo da
hidrolise de amido armazenado previamente, do que pela nova sintese durante o

estresse.
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O aumento nas concentragfes de agUcares solUveis totais nas plantas pode estar
relacionado com a protecdo das biomembranas que podem ser degradadas com a falta
de &gua no citosol e pelo aumento das concentracdes de substancias idnicas, tornando

varias enzimas inativas no citosol (LIU et al, 2011).

Resultados encontrados por Pereira (2013), também mostraram um aumento na
concentracdo de sacarose em folhas e raizes de plantas de Parkia gigantocarpa Ducke
sob deficiéncia hidrica no solo.

ConcentragOes de Prolina

Para Coscolin (2012) as plantas diminuem o seu potencial osmético com o
acumulo de prolina e de outros solutos nos vacuolos celulares (ajustamento osmético),
caracterizando-se como reserva de nitrogénio, principalmente na sintese de enzimas
especificas. Pois de acordo com Hemaprabha et al. (2013), ap0s o periodo de estresse, a
prolina acumulada, pode ser usada como energia, com a redistribuicdo de nitrogénio e
carbono, para a recuperacdo de atividades fisioldgicas na planta. E também exercendo
papel essencial na estabilizacdo de proteinas e membranas celulares nas células vegetais

na presenca de altos niveis de osmolitos (FAROOQ et al, 2009).

Quando as plantas estdo desidratadas, a enzima P5CS (Pirrolina-5-carboxilato
sintase) que converte glutamato a prolina é ativada no cloroplasto, ao mesmo tempo a
enzima PDH (prolina desidrogenase) responsavel pela degradacdo de prolina fica
inativa, ocorrendo o aumento do nivel deste metabdlito na célula (SZABADOS e
SAVOURE, 2009). Embora as mais variadas formas de se explicar a rota bioguimica,

ainda ndo é bem clara para a comunidade cientifica de como este aminoacido se origina.

O aminoacido prolina é o soluto compativel mais estudado, em razdo de sua
sensibilidade de resposta a condigdes de estresse (Ashraf et al., 2011). Pois de acordo
com Kempa et al, (2008) em situagGes de deficit hidrico o acimulo de aminoacidos é
sugerido como resultado do catabolismo de proteinas e/ou re-alocacdo do nitrogénio
causado pela inibi¢do do crescimento. A acumulacdo de prolina em células de vegetais
submetidas a estresse tem sido sugerida também, como: estabilizador de estruturas

celulares, sequestradora de radicais livres, depdsito de energia, componente da cascata
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de sinalizacdo molecular do estresse e constituinte principal de proteinas da parede
celular de plantas (SZABADOS e SAVOURE, 2009).

Silva et al, (2010) também obtiveram aumento significativo no incremento de
prolina em clones de Coffea canephora submetidos a seca severa, corroborando deste

modo com este estudo.

3.5 CONCLUSAO
Os processos bioguimicos nas plantas de T.vulgaris foram fortemente afetados

pela deficiéncia hidrica, através da reducdo do CRA; NOgz’; amido e da atividade da
redutase do nitrato, elevacdo nas concentragdes de NH4", prolina, sacarose, aminoacidos

e carboidratos sollveis totais.
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Sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimético em plantas jovens de Tachigali
vulgaris submetidas a deficiéncia hidrica

RESUMO
As plantas quando submetidas ao estresse criam estratégias para sobreviver, como

bioquimicas, atividade de enzimatica e metabdlitos secundarios, conseguindo superar o
estresse sem sofrer danos maiores. Tachigali vulgaris é uma espécie pioneira,
colonizadora de terrenos marginais e margens de estradas, frequentemente iniciando a
sucessdo secundaria em &reas abertas. A producdo de ERO’s é reforgada por condigdes
que limitam a fixacdo de CO., como a seca, gerando 0 estresse oxidativo. Os
antioxidantes sdo divididos em enzimaticos, encontrados em meio intracelular
(superdxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, entre outras) e ndo enzimaticos:
sollveis em agua (acido ascorbico, bilirrubina e glutationa) e soltveis em lipidios (a-
tocoferol, B-caroteno e licopeno). As folhas e raizes foram envolvidas em papel
aluminio e armazenadas a -80 °C. O material foi congelado em nitrogénio liquido sendo
posteriormente liofilizado, em seguida triturado em moinho até a obtencdo de um pé
fino e, devidamente armazenado até a analise. Sendo o delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 3 x 2 (trés tempos: zero, cinco e
dez dias de déficit, e duas condicBes hidricas: controle e déficit), com 4 repeticdes.
Sendo aplicada a andlise de variancia nos resultados e as médias comparadas pelo teste t
adotando-se o nivel de 5 % de probabilidade através do pacote estatistico (Assistat 7.7
beta, 2015). O déficit hidrico comprometeu a atividade antioxidante das plantas de T.
vulgaris, visto que estas foram capazes de acionar, rapidamente, o sistema de defesa
antioxidante enzimatico (SOD, APX e CAT), no entanto, ndo suficiente para reduzir os
danos oxidativos acarretando na morte das mesmas.

Palavras chave: SOD. APX. CAT. Tachi branco.

ABSTRACT

The plants when subjected to stress, and nature (biotic and abiotic) tend to strategize to
survive, using beyond strategies, as well as the biochemical processes, the activity of
enzymes and other secondary metabolites, managing to overcome stress without
suffering further damage. Tachigali vulgaris is a pioneer species, colonizing marginal
lands and roadsides, often initiates secondary succession in open areas by the intense
germination of their seeds in the soil. ROS's production in plant cells is enhanced by



80

biotic and abiotic conditions that limit CO> fixation such as drought, salinity, nutrient
deficiency, temperature extremes - heat and cold, and the combination of factors with
high brightness, in addition to air pollution, all of these conditions generate termed
oxidative stress. The main components of the antioxidant defense system can be divided
into enzyme found primarily intracellularly (superoxide dismutase, catalase, guaiacol
peroxidase, ascorbate peroxidase, glutathione reductase, etc.) and small non-enzymatic
molecules that can be divided into soluble in water (ascorbic acid, glutathione and
bilirubin) and lipid soluble (o-tocopherol, B-carotene and lycopene). Understand the
physiological mechanisms can provide advanced information about some strategies to
be used in breeding programs for selection of cultivars tolerant to drought. Plants were
then separated into leaves and roots, wrapped in aluminum foil and stored in
Ultrafreezer at -80 ° C. To determine the enzymatic activity and biochemical analyzes,
the plant material was first frozen in liquid nitrogen and subsequently lyophilized. After
lyophilization, to be determined shoot dry mass of roots and total. The dried material
was crushed in a grinder to obtain a fine powder and duly stored in falcon tubes to their
use in assays. The experimental design was completely randomized (DIC) in a factorial
3 x 2 (three times: zero, five and ten days of water suspension, and two water
conditions: control and drought stress), with four repetitions. Analysis of variance was
applied to the results and when significant difference, the means were compared using
the t test adopting the 5% level of probability through the statistical package (7.7 beta
Assistat, 2015). The water deficit during the period studied, committed the antioxidant
activity of T. vulgaris plants, since they were able to drive quickly the enzymatic
antioxidant defense system (SOD, CAT and APX), however, failing to reduce oxidative
damage resulting in the death of them.

Keywords: SOD. APX. CAT. Tachi white.

4.1 INTRODUCAO

As plantas quando submetidas ao estresse, sendo de natureza (bi6tico ou
abiotico) tendem a criar estratégias para sobreviver, utilizando além das estratégias,
como também dos processos bioquimicos, a atividade de enzimas e outros metabdlitos
secundarios, conseguindo superar o estresse sem sofrer danos maiores. Muito dos
processos deletérios sofridos pelas plantas submetidas a condi¢cBes adversas sdo
mediados por espécies reativas de oxigénio, geradas em diferentes compartimentos
celulares como consequéncia tanto do funcionamento defeituoso de vias metabdlicas
como processos fisiologicos normais (PEREIRA, 2010).

Tachigali vulgaris é uma espécie pioneira, colonizadora de terrenos marginais e

margens de estradas, que frequentemente inicia a sucessao secundaria em areas abertas
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pela germinacdo intensa de suas sementes no solo. Tem se destacado pelo répido
crescimento e sua madeira € amplamente utilizada por comunidades rurais do Centro-
Oeste e Nordeste, na confeccdo mourdes, esteios, embalagens e caibros, na construcao
civil, além de fonte para a producéo de lenha e carvéo vegetal, sendo inclusive indicada
para plantios energéticos (FRANKE, 1999).

A deficiéncia hidrica, juntamente com fatores excesso de temperatura e alta
irradidncia, provoca reducdo na fotossintese, levando a diminuigdo no uso da radiagdo
incidente, acarretando acumulo de poder redutor (NADPH) e reducdo no pool do
aceptor final da cadeia de transporte de elétrons (NADP™). Esse excesso de poder
redutor pode levar a super-reducdo da cadeia de transporte de elétrons. Nesse processo
pode haver escape de elétrons, que por sua vez reagem com o oxigénio molecular (O2),
formando assim, as chamadas espécies reativas de oxigénio (EROs) (CAVATTE et al.,
2012).

As EROs sdo geradas espontaneamente em diferentes compartimentos celulares,
como subproduto do metabolismo aerébico. No entanto, em condicdes estressantes a
producdo pode aumentar rapidamente. Essas moléculas, formadas por elétrons livres ou
ndo pareados, tem uma instabilidade elétrica muito grande e, por esta razdo, mesmo
tendo o tempo de meia vida muito curta, apresentam alta capacidade reativa
(SHARMA; DUBEY, 2005). Dentre as principais que causam danos celulares pela
oxidacdo de lipidios e proteinas, destacam-se o radical superdxido (O2’), o perdxido de
hidrogénio (H20.), 0 oxigénio singleto (*O2) e o radical hidroxila (OH") (NEILL et al,
2008), acarretando danos como a desintegracdo de clorofila, fragmentacdo do DNA,

extravasamento ionico e finalmente, a morte celular (MOLLER et al., 200).

A producdo de ERO’s na célula vegetal é reforcada por condigdes bioticas e
abidticas que limitam a fixacdo de CO., como a seca, salinidade, deficiéncia de
nutrientes, extremos de temperatura — calor e frio, e pela combinagdo dos fatores com
alta luminosidade, além da poluic¢do do ar, todas essas condi¢cdes geram o denominado
estresse oxidativo (GILL e TUTEJA 2010). O PSII (fotossistema Il) torna-se muito
excitado e ¢ inativado, onde as clorofilas atingem o estado triplet (3ChI”) e com isso ha
formacdo de oxigénio singleto (*O2") pela reagdo da 3Chl*com o oxigénio molecular.

No PSII também hé& formacéo de radicais hidroxil (OH"), superoxidos (O2") e peroxido
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de hidrogénio (H202). O 'O," pode causar efeitos deletérios nas células, sendo que
biologicamente ¢ a ERO mais tdxica para as células (SCANDALIQOS, 2005).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um
papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e na quelacdo de
metais de transi¢éo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagagédo do processo
oxidativo. Os intermedidrios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos s&o
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura
destas substancias (CHUN et al., 2005).

Para Rendon et al, (2013), os principais componentes do sistema de defesas
antioxidantes podem ser divididos em enziméticos, encontrados principalmente em
meio intracelular (superéxido dismutase, catalase, guaiacol peroxidase, ascorbato
peroxidase, glutationa redutase, entre outras) e pequenas moléculas ndo-enzimaticas,
que podem ser subdivididas em solUveis em agua (acido ascorbico, bilirrubina e
glutationa) ou sollveis em lipidios (a-tocoferol, B-caroteno e licopeno).

O entendimento de mecanismos fisioldgicos pode fornecer informacdes
avancadas sobre algumas estratégias para serem usadas em programas de melhoramento
genético para selecdo de cultivares tolerantes a seca (SILVA et al., 2012).

De acordo com Larré (2011) a maioria dos trabalhos sobre vias de sinalizacéo e
tolerancia ao estresse ainda estdo focados nas espécies agricolas, e pouco se sabe sobre
0s mecanismos envolvidos na aclimatacdo de plantas de espécies florestais. Desta
forma, entender esses mecanismos é de grande importancia, tendo impacto positivo no
conhecimento da relacdo entre biodiversidade de espécies florestais e as condigdes
ambientais. O presente estudo teve por objetivo avaliar o comportamento antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico, o status hidrico e vazamento de eletrolitos em plantas de

Tachi branco sob regime de deficiéncia hidrica.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Local e Conducdo do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do laboratorio de Estudos da
Biodiversidade de Plantas Superiores EBPS/UFRA durante os meses de abril a agosto
do ano de 2015. As mudas foram adquiridas da Associagdo das industrias Exportadoras
de madeiras do estado do Para — AIMEX, com idade de quatro meses. Sendo o lote das
mudas formado por sementes oriundas do municipio de Alta Floresta, estado do Mato
Grosso, onde as mesmas foram transplantadas para vasos de polietileno com capacidade
de 4,5Kg de substrato, ficando por um periodo de dois meses de aclimatacdo. Para
suprir a caréncia nutricional das mesmas foi aplicada solucdo nutritiva de
(HOAGLAND e ARNON, 1950).

As plantas foram posteriormente separadas em folhas e raizes, envolvidas em
papel aluminio e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C. Para a determinacdo das
atividades enzimaticas e andlises bioquimicas, o material vegetal foi primeiramente
congelado em nitrogénio liquido sendo posteriormente liofilizado. Apds a liofilizacéo,
determinou-se a massa seca da parte aérea, das raizes e total. O material seco foi
triturado em moinho até a obtencdo de um pé fino e, devidamente armazenado em tubos

falcon até a sua utilizacdo nos ensaios.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em
esquema de parcela subdividida no tempo (trés tempos: zero, cinco e dez dias de
suspensdo hidrica, e duas condi¢des hidricas: controle e deficiéncia hidrica), com 4
repeticdes, totalizando 24 unidades experimentais (uma planta/vaso).

Foi aplicada a analise de variancia nos resultados e quando ocorreu diferenca
significativa, as médias foram comparadas pelo teste t adotando-se o nivel de 5 % de
probabilidade, através do pacote estatistico (Assistat 7.7 beta, 2015).
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- C.R.A (conteudo relativo de agua)

O CRA foi determinado entre 05:00 e 06:00h em cada coleta. Onde foram
retirados os discos para a determinacdo imediata do CRA. O método utilizado foi o
descrito por Slavick (1979), foram retirados 30 discos foliares frescos (10 mm de
diametro) de cada planta, ao acaso, através de um vazador de aco- inoxidavel,
determinando imediatamente a massa dos mesmos (MF1) em balanca analitica. Em
seguida os discos foram transferidos para uma placa de Petri, contendo 35ml de &gua
destilada e deixados na bancada (25°C) por um periodo de 12 horas. Posteriormente 0s
discos foram colocados em papel de filtro para retirar o excesso de agua e em seguida
pesados para determinar a massa turgida (MF2). Apo6s, os discos foram colocados em
sacos de papel e levados a estufa (70°C) por 24h e posteriormente foi determinada a
massa seca dos discos (MS). Os resultados foram expressos em porcentagem, conforme

formula a sequir:

CRA = (MF1 — MS)/ (MF2 —~MS) x 100

Em que:
MF1= Massa fresca 1;
MF2= Massa fresca 2;

MS= Massa seca;

- Vazamento de Eletroélitos

O vazamento de eletrdlitos foi estimado de acordo com Blum e Ebercon (1981),
com pequenas modificagOes sendo essa uma medida indireta para a determinacgdo do
grau de danos de membrana. Foram pesados, separadamente, 100 mg de parte aérea, e
raizes e apos tripla lavagem com agua deionizada, o material vegetal foi transferido para
tubos de ensaio, aos quais foram adicionados 10 mL de &gua deionizada. Os frascos
foram deixados em repouso sob temperatura ambiente (25 °C) durante 6 h, sob agitacéo
a cada 20 min. Apds esse periodo, o sobrenadante foi transferido para novos tubos de

ensaio e, com o auxilio de um condutivimetro, foi mensurada a condutividade elétrica
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(Cy1) da solucédo dos tubos de ensaio. Apds isso, os tubos foram novamente fechados e
aquecidos em banho maria a 100 °C, por 1 h. Apos resfriamento dos tubos de ensaio a
temperatura ambiente, a condutividade elétrica do extrato (Cz) foi novamente medida.
As leituras da condutividade eleétrica da solugdo foram realizadas com um
condutivimetro de bancada modelo Digimed DM 31. O vazamento de eletrolitos foi
estimado através da seguinte equacéao abaixo:

VE (%) = (C1/ Cz) x 100

- Pigmentos fotossinteticamente ativos

O método utilizado foi segundo Lichthenthaler (1987), sendo colocados 100 mg
de tecido foliar e homogeneizado a amostra em uma almofariz, com 0,1 g de CaCOs,
uma pitada de areia e 5 ml de acetona 80% em abrigo de luz. Vertendo o extrato em um
tudo de centrifuga de mesa, sendo lavado (quantitativamente) o almofariz por duas
vezes com 5 ml de acetona 80%. O tubo foi envolvido com papel aluminio, depois o
tubo foi centrifugado por 10 minutos a 10°C e 6000 rpm. Verteu-se o sobrenadante
cuidadosamente em um baldo volumétrico de 25 ml, enrolado também com papel
aluminio e o volume completado com acetona 80%. Foi tomada uma aliquota e
realizada leitura com absorbancia a 470, 646,8 e 663,2 nm. O extrato foi abrigado da
exposicdo de luz durante as leituras. Os valores de absorbancia que ndo se situaram
entre 0,2 e 0,8 foram diluidos. Ao diluir o volume foi completado sempre com acetona
80%. As concentragbes de clorofilas e carotendides (mg. L) foram calculadas e

transformadas para (mmol. Kg* MF) pelas seguintes formulas:
Clorofilaa = Ca= 12,25 ags32 — 2,79 As46,8
Clorofilab = Cp = 21,50 Ass65 — 5,10A663,2

Clorofilas totais = C(a+b) = 7,15 Ass3,2 + 18,71 Asss 8

Carotenoides (xantofila + carotenos) = (L000A470— 1,82Ca — 85,02C)/198
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- Obtencao dos extratos enzimaticos

O extrato para a determinacdo da atividade das enzimas SOD, APX e CAT foi
obtido a partir da homogeneizacdo em almofariz, a 4 °C, de 0,1 g do po liofilizado de
folha e raiz com 5 mL de solucdo-tampéo fosfato de potassio (a 4 °C) a 0,1 mM, pH
7,0, contendo EDTA a 0,1 mM, seguida de homogeneizacdo por 4 min. As adi¢fes do
tampéo fosfato foram feitas de forma fragmentada, sendo 50% do volume total desta
solucdo (2,5 mL) utilizada na homogeneizagdo durante 2 min, apds isto, imediatamente
adicionaram-se os outros 50%, sendo a mistura homogeneizada em tempo equivalente
ao anterior. O homogenato foi filtrado em tecido de nailon e transferido para tubos de
ensaio, sendo mantidos a 4 °C por duas horas, realizando-se agitagdes ocasionais. O
homogenato filtrado foi centrifugando a 12.000 x g, durante 15 min, a 4 °C. O
sobrenadante, o extrato bruto, foi armazenado em freezer a -22 °C até serem utilizados

nos ensaios de atividade enzimatica.

- Superoéxido dismutase (EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da fotorreducdo do cloreto de
azul de nitrotetrazélio (NBT), conforme Giannopolitis e Ries (1977). A mistura de
reacdo (1,5 mL) foi composta por tampéo fosfato de potassio a 50 mM (pH 7,8), EDTA
a 1 uM, L-metionina a 13 mM e NBT a 75 uM e 50 pl do extrato, convenientemente
diluido com o tampdo de extracdo. A reacdo foi iniciada pela adicdo de riboflavina a 2
UM, seguida da iluminacdo do meio de reacdo com duas lampadas fluorescentes de 20
W em caixa fechada. Ap6s 15 min, a reacdo foi interrompida pelo desligamento das
luzes e as leituras foram realizadas a 560 nm. Uma unidade de atividade (UA) foi
considerada como a quantidade de enzima requerida para inibir 50% da fotorreducéo do
NBT por 15 min em comparacdo com o meio de reacdo sem o extrato proteico. Cada
extrato foi dosado em duplicata, sendo a atividade da SOD expressa em UA mg™ de

proteina.

- Catalase (EC 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi determinada pelo método de Beers Jr. e Sizer (1952),
com modificacdes. A mistura de reacdo (1,5 mL) foi constituida de solucdo tampéo
fosfato de potéassio a 100 mM (pH 7,0), EDTA a 0,1 uM, H202 a 20 mM e 150 uL do
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extrato. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 150 uL do extrato enzimatico ao meio de
reacdo; e a atividade enzimatica foi determinada pelo consumo de H20, sendo a
reducdo monitorada por leituras de absorbancia em 240 nm, por 5 min em que cada
extrato foi dosado em duplicata. O coeficiente de extingdo molar do H202 (36 M cm™)

foi usado para determinar a atividade da CAT que foi expressa em pumol de H.O2 min

19-1-

- Ascobarto Peroxidase (EC 1.11.1.11)

A atividade da APX foi determinada pelo método de Nakano e Asada (1981). A
mistura de reacdo (1,5 mL) foi constituida de 50 uL de tampao fosfato de potéssio (pH
6,0), EDTA a 0,1 pM, ascorbato a 0,5 mM, H20, a 1 mM e 300 uL do extrato,
convenientemente diluido com tampao de extracdo. A reacao foi iniciada pela adicao de
300 pL do extrato enzimaético, e a atividade da APX foi determinada pela oxidacéo do
H>0> dependente do ascorbato, sendo a leitura realizada em espectrofotdmetro a 290 nm
durante 1 min. O coeficiente de extingdo molar do ascorbato (2,8 mM cm™) foi usado
para quantificar a atividade enzimética levando-se em consideracdo que dois moles de
ascorbato sdo necessarios para reducdo de 1,0 mol de H20. (MCKERSIE; LESHEM,
1994). Cada extrato foi dosado em duplicata, sendo a atividade da APX expressa em

umol H.0, min~t mg* de proteina.

4.3 RESULTADOS

Contetido Relativo de Agua

O conteudo relativo de agua (Figura 1) apresentou diferenca estatistica a partir
do quinto dia de experimento, com médias de 85,31 para 66,07% no teor de agua no
tecido foliar dos tratamentos controle e deficiéncia hidrica respectivamente, em
detrimento a diminuicdo de agua do solo. Ja no ultimo ponto de coleta dos dados houve
uma drastica reducdo no CRA, de 84,81 para o tratamento e de 22,67% para deficiéncia

hidrica, o que correspondeu uma reducéo de 32,14% no teor de agua no tecido foliar.
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Figura 1. Contetdo Relativo de Agua (A) em folhas de Tachigali vulgaris, em fungio da deficéncia
hidrica, em trés épocas de avaliacdo. Belém (PA), 2015.
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minusculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrdes das médias.

Vazamento de Eletrélitos

Na (Figura 9) sdo apresentados os valores referentes a porcentagem de
vazamento de eletrolitos da membrana para os trés pontos de coleta dos dados (0, 5 e 10
dias de suspenséo hidrica) tanto para os 6rgaos da folha quanto da raiz. Houve diferenca
estatistica ao nivel de 5% de probabilidade a partir do quinto dia de observacao, com
médias aumentando de 17,80 para 64,60% nos tratamentos controle e deficiéncia hidrica
da folha, respectivamente. Para o Gltimo ponto houve uma aumento ainda maior, com
média de 18,67 no controle e de 88,55% deficiéncia hidrica, registrando-se um aumento
de 212,97% no vazamento de eletrélitos para o tecido foliar. Para o 6rgdo da raiz
também foi registrado um aumento significativo de 5,64 para 7,67% no vazamento de
eletrolitos para os tratamentos controle e deficiéncia hidrica a partir do quinto dia,
respectivamente. Ao décimo dia continuou cocorrendo aumento nos percentual de
eletrélitos extravasados, de 5,65 para 12,10% nos tratamentos controle e deficiéncia
hidrica, o que também representou um aumento na ordem de 51,26% no vazamento dos

eletrélitos.



89

Figura 2. Vazamento de Eletrolitos em tecidos da folha e raiz de Tachigali vulgaris, em fungdo da
deficiéncia hidrica, em trés épocas de avaliacdo. Belém (PA), 2015.
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minusculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras mailsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrdes das médias.

Pigmentos Fotossintéticos

De acordo com a (Figura 10) pdde-se observar que a diferenca estatistica entre
0s tratamentos passou a ocorrer a partir do quinto dia, onde o teor de clorofila a (Figura
10A) reduziu de 3,78 para 3,23 pmol.m?.s? e ao décimo dia de 3,56 para 0,88 pumol.m"
25 nos tratamentos controle e deficiéncia hidrica respectivamente, o que representou
uma reducdo de 29,05%. Ja para a clorofila b (Figura 10B) ndo houve diferenca
estatistica para a interacdo dos tratamentos, ocorrendo diferenca somente para 0s
tratamentos isolados, onde para o tratamento 1 (tempo) observou-se as médias de 6,70;
5,67 e 550 pmol.m?2.s™ no dias 0, 5 e 10 respectivamente, e para o tratamento 2
(condigBes hidricas) as médias de 6,33 e 5,58 umol.m2.s?nos tratamentos controle e
deficiéncia hidrica respectivamente, obtendo com isso uma reducéo de 11,89%.

Para a clorofila total (Figura 10C) também registrou-se diferenca estatistica ao
nivel de 5% de probabilidade a partir do quinto dia de experimento, reduzindo de 10,07
para 7,29 pmol.m?2.s? e ao décimo dia de 9,57 para 5,88 pmol.m?.s nos tratamentos

controle e déficit respectivamente, o que representou uma reducéo de 21,57%.

Os carotenoides (Figura 10D) também apresentaram uma reducdo significativa
de 7,01 para 4,84 pmol.m?2.s ao quinto dia e de 6,72 para 4,34 umol.m2.s no décimo
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dia para os tratamentos controle e deficiéncia hidrica respectivamente, representando
uma reducéo de 22,11%.
Figura 3. Teores de Pigmentos: Clorofila a (A), Clorofila b (B), Clorofila total (C) e Carotentides (D) em

plantas jovens de Tachigali vulgaris, em funcdo da deficiéncia hidrica, em trés épocas de avaliagdo.
Belém (PA), 2015.
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
mindsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrdes das médias.

SOD

Os valores obtidos apresentaram um aumento na atividade da SOD (Figura 11)
em tecidos foliares, aumentando de 40,38 no tratamento controle para 48,55 mg de
proteina a partir do quinto dia no tratamento sob deficiéncia hidrica, conferindo desta
forma diferenca estatistica em comparacdo ao tratamento controle (p<0,01). A atividade
da enzima aumentou ainda mais ao décimo dia de suspenséo hidrica para 54,04 mg de
proteina. Obtendo um aumento na atividade da enzima na ordem de 16,33% nas plantas
sob deficiéncia quando comparada as plantas controle.

Para o tecido da raiz também foi possivel registrar diferenca estatistica (p<0,01)
entre os tratamentos a partir do quinto dia, com valolres aumentando de 50,43 no

tratamento controle para 56,21 mg* de proteina para deficiéncia hidrica. Embora pouco,
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ainda aumentando ao décimo dia de suspensédo hidrica para 57,23 mg* de proteina.
Registrando-se um aumento de 6,94% na atividade da enzima para as planas submetidas

a deficiéncia hidrica comparada as plantas controle.

Figura 4. Atividade da enzima Superdxido dismutase em tecidos da folha e raiz de plantas jovens de T.
vulgaris submetidas a deficiéncia hidrica. As barras representam o desvio padrdo da média de quatro
repeticdes.
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minusculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrfes das médias.

CAT

A atividade da catalase no tecido foliar (Figura 12) passou a diferir
estatisticamente (p<0,01) ao quinto dia de suspensdo hidrica, com valores aumentando
de 0,0492 no tratamento controle para 0,0612 umol de H20, ming? sob deficiéncia
hidrica, aumentando um pouco mais ainda ao décimo dia para um valor de 0,0743 pumol
de H20, minlgl. O que em termos percentuais representou um aumento na ordem de

23,32% na atividade da enzima nas plantas sob deficiéncia hidrica.

J& nas raizes este aumento foi um pouco menor se comparado ao tecido foliar,
mas também havendo diferenca estatistica ao nivel de probabilidade definido ao quinto
dia de suspendo hidrica, aumentando de 0,0439 no tratamento controle para 0,0459
umol de H.02 ming? sob deficiéncia hidrica, e de 0,0557 H20, umol de mingao
décimo dia. Com um aumento percentual na ordem de 14,93% na atividade da enzima

nos tecidos da raiz.
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Figura 5. Atividade da enzima Catalase em tecidos da folha e raiz de plantas jovens de T. vulgaris
submetidas a deficiéncia hidrica. As barras representam o desvio padrdo da média de quatro repeticdes.
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minlsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrdes das médias.

APX

A atividade da APX (Figura 13) no tecido foliar também passou a apresentar
diferenca estatistica entre os tratamentos (p>0,05), apresentado um leve acréscimo em
sua atividade de 0,0330 no tratamento controle para 0,0390 pmol H20, mint mg de
proteina sob deficiéncia hidrica ao quinto e uma reducdo ao décimo dia para 0,0396
umol H20, mint mg™ de proteina. Representando um aumento de 13,49% na atividade

da enzima para as plantas sob deficiéncia.

Também registrando-se diferenca estatistica (p>0,05) da atividade enzimética no
tecido da raiz. Sendo possivel verificar uma diferenca para os valores a partir do quinto
dia de suspensdo hidrica, aumentando de 0,0299 no tratamento controle para 0,0329
umol H20, min™t mg™ de proteina, e de 0,0368 pumol H.0, mint mg™ de proteina ao
décimo dia de suspensdo. A atividade da enzima foi aumentada em 6,98% para as

plantas sob deficiéncia hidrica.
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Figura 6. Atividade da enzima APX em tecidos da folha e raiz de plantas jovens de T. vulgaris
submetidas a deficiéncia hidrica. As barras representam o desvio padrdo da média de quatro repeticGes.
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As médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras
minlsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras mailsculas comparam os valores ao
longo do experimento. As barras representam os desvios padrfes das médias.

4.4 DISCUSSAO

Contetido Relativo de Agua

As reducdes no status hidrico do tecido foliar € consequéncia direta da baixa
disponibilidade hidrica existente na matriz do solo, que se deu fortemente a partir do

quinto dia apo6s inicio do experimento, e agravando-se ainda mais ao décimo dia.

Pelo fato do CRA ser uma representacdo do estado hidrico da planta em méxima
turgescéncia, alguns autores sugerem que os fatores fisioldgicos sdo mais responsivos
ao CRA do que ao potencial hidrico da planta (SANT” ANNA, 2009).

O uso da metodologia com hidratacdo rapida de tecido foliar tem eliminado a
fonte de erro de suas determinacbes e a alta correlacdo com o potencial de adgua da

folha, possibilita indiretamente a sua estimativa (CALBO et. al 2010).

Sant’ Anna (2009) avaliando diferentes genoétipos de citros também verificou
redugdes significativas no conteudo relativo de dgua em um periodo de 5 a 7 dias de
suspensdo hidrica, onde talvez a velocidade de desidratacdo possa ter sido influenciadas

pelas condigdes ambientais diferentes das que foram submetidas as plantas.
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Vazamento de Eletrélitos

O grau de danos a membrana pode ser estimado indiretamente através da
condutividade elétrica, que por sua vez mensura 0 vazamento de eletrélitos das células
para a solucdo aquosa (BAJJI et al, 2001). O vazamento de eletrdlitos expresso pela
extrusdo de ions foi estatisticamente significativo (p < 0,05) aumentado nas plantas sob
deficiéncia. As membranas celulares sdo uma das primeiras estruturas afetadas pelo
estresse hidrico e salino, fazendo com a mesma perca sua caracteristica de seletividade
do que entra e sai da célula para 0 meio extracelular. Os resultados obtidos para o
vazamento de eletrélitos estdo coerentes quanto ao grau de dano causado as membranas,

acionando desta maneira o sistema de defesa antioxidante (Figuras 11, 12 e 13).

Melo (2012) estudando diferentes genétipos de girassol constatou danos nas
membranas em decorréncia da indisponibilidade hidrica em uma das nas microrregiGes
avaliadas. E o0 aumento registrado neste estudo tem relacdo direta com esta variavel,
bem como também ao ataque de espécies reativas de oxigénio causadas pelo estresse
hidrico. Lima (2013) avaliando plantas de Anacardium occidentale expostas a seca

também verificou efeito negativo sobre a integridade celular nas plantas.

Pigmentos Fotossintéticos

O déficit hidrico caracteriza-se como um dos estresses ambientais responsaveis
pela perda de pigmentos nas folhas, fazendo com que o metabolismo da planta seja
alterado, levando ao aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) que causam
danos nas membranas, desencadeados por processos oxidativos de lipidios e perda de
eletrolitos (Figura 1B) pela célula (LISAR et al., 2012); no aparelho fotossintético com
reflexos nos teores de pigmentos como clorofilas a e b e carotenoides (PAIXAO et al.,
2014), corroborando com os resultados encontrados por Jangpromma et al (2010).
Como consequéncia, as folhas deixam de produzir os fotoassimilados de forma
satisfatoria, desestabilizando o equilibrio fonte\dreno e prejudicando processos como o

crescimento e o desenvolvimento das plantas (COELHO, 2014).

Além de pigmentos acessorios, os carotendides desempenham papel essencial na
fotoprotecéo, protegendo o aparelho fotossintético contra o oxigénio singleto (*O2*),

extremamente reativo, que danifica muitos componentes celulares, como lipideos (TAIZ
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e ZEIGER, 2013). Pois o sistema de defesa antioxidante comega com uma cascata
enzimatica, mas que também envolve componentes ndo enzimaticos, dentre os quais se
destacam o ascorbato (AsA), a glutaiona (GSH), o B-caroteno e o a-tocoferol. Tais
antioxidantes podem evitar a formacao de radicais livres, sequestra-los ou promover sua
degradacdo, prevenindo a ocorréncia de danos as células (SERKEDJIEVA, 2011).
Resultado este que ndo foi possivel ser diagnosticado neste estudo, tendo em vista que
houve uma reducdo dos teores de carotenoides nos tratamentos avaliados, tentativa esta

de protecdo celular designada aos antioxidantes enzimaticos como SOD, APX e CAT.

A disponibilidade hidrica influenciou fortemente a producdo de pigmentos
cloroplastidicos em T. vulgaris, ndo demonstrando comportamento tolerante ao déficit
hidrico através da degradacdo do contetdo destes pigmentos. O que provavelmente deva
ter ocorrido pela alta producdo de espécies reativas de oxigénio, fato este explicado

pelas atividades de enzimas antioxidantes.

Carvalho et al (2012b) avaliando plantas de Hyptis pectinata também obtiveram
reducao nos teores de pigmentos apds 60 dias de estresse hidrico em seus tratamentos.
J4, Carmo et al (2014) encontraram aumento para o teor de carotendides em plantas de
pinhdo manso também submetidas a deficiéncia hidrica, estratégia esta que a planta
passa a adotar como forma protecdo aos radicais livre produzidos com o estresse,

diferindo desta forma com este trabalho.

SOD

Segundo Pereira (2010) A funcdo das SOD é de possibilitar que duas moléculas
de O se dismutem para formar H2O>, que é considerado um agente antioxidante fraco.
Em termos gerais, gerar H20 para que a CAT e a APX possa 0s eliminar.

Dependendo do co-fator que esta enzima utiliza ela pode ser classificada em Fe
SOD, Mn SOD e Cu-Zn SOD. Cada uma dessas diferentes SODs esta localizada em
diferentes compartimentos celulares, sendo cloroplastos; mitocondrias e peroxissomos;,
citosol e espacos extracelulares, respectivamente (ALSCHER et al., 2002).

As altas atividades de SOD indicam um potencial de tolerancia aos danos causados pela
foto-oxidacédo, por se tratar de um sistema antioxidante fundamentalmente importante

na protecao do aparato fotossintético da destruicdo foto-oxidativa (SILVA, 2014).
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Os resultados da SOD, que é a primeira enzima a atuar no sistema de defesa
antioxidante enzimatico, justificam o aumento da APX (em parte) e da CAT neste
mesmo periodo, ja que o aumento na producdo do O.°* ativa a SOD e, desta forma,
reflete diretamente na concentragdo de H20: livre exigindo, assim, um estimulo na
atividade das enzimas responsaveis pela degradacdo desta molécula. A capacidade de
manter a atividade da SOD, CAT e APX, em niveis elevados, sob condicGes de estresse
ambiental, é essencial para que haja equilibrio entre a formacdo e remoc¢édo de EROs do
ambiente intracelular (MATES, 2000).

Lima (2013) avaliando o comportamento oxidativo em plantas de Anacardium
occidentale expostas a seca também encontrou resultados semelhantes a este estudo,
com elevada atividade da enzima superoxido dismutase. Comportamento este
possivelmente do tipo adaptativo, a fim de estabelecer ajustamento metabdlico frente as
condicBes estressantes impostas em casa de vegetacdo, principalmente relacionado as
elevadas taxas de radiacéo.

CAT

A Catalase (CAT) é uma enzima que tem por funcdo catalisar a reducdo do
perdxido de hidrogénio (H202) em &gua (H20) e oxigénio (O2). A inibi¢do da CAT leva
a um aumento das espécies reativas de oxigénio, proporcionando ao organismo um
estresse oxidativo (DA SILVA, et. al, 2008).

Em plantas existem pelo menos trés tipos de Catalases distintas que se diferem
em termos de localizacdo e regulacdo biossintética (SCANDALIOS; GUAN;
POLIDOROS, 1997). No entanto, neste estudo nos interessa apenas aquelas presentes
em sistemas fotossintéticos e que tém funcbes de eliminacdo de H.O, durante a
fotorrespiracao.

As evidéncias sugerem que a CAT utiliza um mecanismo de dois estagios tanto
nas reacdes peroxidativas como nas cataliticas. No primeiro o ferro do grupo heme da
Catalase interage com o H2O> para formar um perdxido de ferro rico em oxigénio
(Componente 1). Em baixas concentragcdes de H>O> o componente | pode ser reduzido
por uma variedade de doadores de hidrogénio (por exemplo, etanol ou acido ascorbico).
Com elevadas concentragfes de H2.O2, o componente | reage com uma segunda
molécula de H>O; para produzir 4gua e uma molécula de oxigénio (SCANDALIOS,
1994).
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A comparacdo da resposta ao estresse oxidativo entre plantas Cs e C4 indica que
as plantas com metabolismo de carbono do tipo C4 apresentam maior atividade de AsA
e GSH além de APX, GR e redutase de desidroascorbato (componentes do ciclo
ascorbato-glutationa), enquanto plantas do tipo Cs apresentam maior atividade de CAT.
Este fato sugere que plantas Cs estdo mais envolvidas na remogédo de H>O> formadas a
partir da fotorrespiracdo (NAYYAR & GUPTA, 2006). Sendo que a catalase € induzida
em concentracdes mais altas de H20,. Assim, qualquer concentracdo de H.O; acima de
um limiar normal pode gerar resposta de ativacdo destas enzimas (Mittler, 2002).

O H203, que é a forma protonada do ion peroxido, ndo é um radical livre, pois
ndo possui qualquer elétron ndo pareado. No entanto, o H>O> tem uma grande
importancia nos sistemas biologicos pela facilidade de difusdo através da camada
bilipidica da membrana celular e por sua capacidade de gerar o radical OH" na presenca
de metais divalentes.

Silva (2014) observou uma intensa atividade da CAT em plantas de espécies
florestais nativas de uma floresta semidecidual no estado de Sdo Paulo durante a estacédo

de seca.

APX

Dentre as peroxidases de funcGes especificas na desintoxicacdo de EROS as
mais importantes sdo: a Ascorbato Peroxidase (APX) e glutationa Peroxidase (GPOX).
E como elas estdo presentes em quase todos os compartimentos celulares, agem na
desintoxicacao de peroxido de hidrogénio. O ciclo da ascorbato-glutationa é encontrado
em quase todos os compartimentos celulares (DAVLETOVA et al, 2005).

O ascorbato reduz o H202 a agua pela APX e o produto monodeidroascorbato
(MDA) formado, volta a se reduzir a ascorbato por trés vias: a primeira é por causa da
dismutacdo espontanea que sofre 0 MDA que produz ascorbato e deidroascorbato
(DHA); na segunda via, 0 MDA é reduzido enzimaticamente pela monodeidroascorbato
redutase (MDAR); numa terceira viao DH A formado da primeira via é reduzido a
ascorbato pela deidroascorbato redutase, que utiliza glutationa como agente redutor. O
O formado pela transferéncia de um elétron do PSI para O é dismutado em H>O; e O;
pela SOD e seguidamente o H2O> é eliminado pela APX (MITTLER, 2002).

A APX requer ascorbato e H20,, no chamado ciclo da ascorbato-glutationa
(DAVLETOVA et al, 2005). Desta forma, o ascorbato é oxidado a
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monodeidroascorbato (MDA). O MDA ¢é espontaneamente reconvertido a ascorbato
pelo PSI via ferredoxina reduzida. Também pode ser reduzido a ascorbato de forma
dependente de NADPH pela acdo da MDA-redutase, no cloroplasto e no citosol. A GPX
utiliza GSH diretamente, formando glutationa oxidada (GSSG), com a utilizacdo de
NADPH (HELDT, 2005). A regeneracdo de GSH a partir de GSSG se d& por acdo da
glutationa redutase (GR) (APEL & HIRT, 2004).

Para Molinari et al (2007) os elevados teores de prolina livre nos tecidos se
relacionam com o aumento da atividade da enzima APX. O aumento da APX justifica a
manutencdo dos niveis de H202 como sinalizadores do estresse, ja que a APX é uma
enzima que tem um Km baixo pra este substrato, caracterizando uma afinidade maior
pelo H20, do que a CAT (SCANDALIOS, 2002). No entanto, ao décimo dia de
suspensdo hidrica registrou-se uma reducdo na atividade da APX para 0,0280 umol
H20, mint mg™ de proteina em tecidos da folha. Segundo Larré (2011) a redugdo na
atividade de algumas enzimas no periodo final de avaliacdo coincide com o
restabelecimento do metabolismo atribuido a adaptacdo da espécie ao estresse, 0 que
neste estudo ndo pdde ser afirmado, tendo em vista que as plantas morreram ao final do
experimento.

De acordo com Mittler (2002) a APX devido a sua alta afinidade ao H20-, reage
a alteracdes muito pequenas nas concentracdes deste, sendo responsavel pela regulacéo
fina do sinal. Para Silveira et al (2010) a atividade da enzima pode variar nos diferentes
6rgdos da planta, tanto que ndo foi possivel verificar diferencas estatisticas para os
tecidos de folha e raiz neste estudo.

Larré (2013) também avaliando plantas de Eritrina crista galli L submetidas ao
estresse hidrico obteve diferencas significativas para os periodos de avaliacdo e para 0s
tratamentos, ndo apresentando interacdo para os fatores. Onde a atividade da enzima
APX na folha apresentou valores 60% superiores quando comparados ao tratamento
controle para o primeiro periodo de avaliacdo (10 dias). Comportamento igual ao obtido

neste estudo, com reducédo na atividade da enzima ao Ultimo periodo de avaliagéo.
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4.5 CONCLUSAO

O déficit hidrico, durante o periodo estudado, comprometeu a atividade
antioxidante das plantas de T. vulgaris, visto que estas foram capazes de acionar
rapidamente o sistema de defesa, tanto enzimatico (SOD, APX e CAT), quanto nao
enzimatico (carotenoides), sendo que este Ultimo ndo apresentou incremento na sua
atividade. No entanto, ndo conseguindo reduzir os danos oxidativos acarretando na

morte das mesmas.
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CONCLUSOES GERAIS

O periodo de suspensédo hidrica afetou fortemente o metabolismo das plantas de
Tachi branco, de modo que o status hidrico do meséfilo (CRA), as trocas gasosas € as
variaveis de crescimento foram reduzidos em detrimento a disponibilidade hidrica do
solo, principalmente quando as condicGes de deficiéncia avancaram.

Bem como também os processos bioquimicos nas plantas foram afetados pela
deficiéncia hidrica, através da reducdo do CRA; NO3-; amido e da atividade da redutase
do nitrato, elevacdo nas concentracbes de NH4+, prolina, sacarose, aminoacidos e
carboidratos soluveis totais.

Comprometendo também a atividade antioxidante das plantas, visto que estas
foram capazes de acionar rapidamente o sistema de defesa, tanto enzimatico (SOD,
APX e CAT), quanto ndo enzimatico (carotenoides), sendo que o ultimo ndo apresentou
incremento na sua atividade. No entanto, ndo conseguindo reduzir os danos oxidativos
acarretando na morte das mesmas.

Concluindo deste modo, que a respectiva espécie ndo foi tolerante ao periodo de
dez dias de suspensdo hidrica. Deste modo ndo se recomenda utilizar esta espécie em
plantios proximos a periodos de seca, tendo em vista que a reducdo de agua no solo e
consequentemente no tecido vegetal ocasionou a morte da planta ao décimo dia de
suspensdo hidrica.

Contudo, indica-se realizar estudos mais detalhados acerca da espécie, tendo em
vista que as plantas aqui utilizadas séo oriundas de um lote formado por varias matrizes,
ou seja, ndo se estudou o efeito de uma &rvore somente quando submetida a
determinado tratamento. Devendo entdo utilizar véarios individuos da mesma espécie
para selecionar o mais resistente as adversidades do meio. E outra indicacdo seria a
reidratacdo das plantas ap6s determinado periodo de deficiéncia hidrica, de forma a
avaliar se as mesmas sdo capazes ou ndo de retomar seu metabolismo ap6s suspensao da

deficiéncia hidrica.



