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RESUMO

A Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp. é uma espécie florestal que quando submetida a
condicbes edafoclimaticas adversas, desenvolve mecanismos fisiologicos e bioquimicos de
tolerancia ao estresse hidrico. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi ampliar os
conhecimentos sobre os mecanismos de respostas do Visgueiro, mediante o estudo de aspectos
ecofisioldgicos e bioguimicos visando uma melhor compreensdo das estratégias desenvolvidas
por esta espécie em processo de deficiéncia hidrica. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacao da Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), sendo as analises fisiologicas
e Bioquimicas realizadas no Laboratorio de Estudos da Biodiversidade em Plantas Superiores
(EBPS), ambos pertencentes ao Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA), campus Belém, Para. As
mudas utilizadas foram compradas na AIMEX, com aproximadamente sete meses de idade,
medindo 10-15 cm de altura, sendo acondicionadas em vasos plasticos com capacidade para
7,5L. O substrato usado foi terra preta argilosa. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em parcelas subdivididas 2 x 3 (duas condi¢fes hidricas: controle e
deficiéncia hidrica, e trés tempos de avaliacdo), com 5 repeticdes, totalizando 30 unidades
experimentais, sendo que cada unidade experimental foi composta de uma planta/vaso. Os
resultados experimentais foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e quando
verificado diferencas significativas as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia. O contetdo relativo de &gua nas plantas submetidas a deficiéncia
hidrica reduziu significativamente ao longo do tempo, quando comparados as plantas
submetidas ao fornecimento de agua. A suspensao da irrigacao por 10 dias foi suficiente para
alterar o metabolismo das plantas de Visgueiro, aumentando as concentrac¢des de carboidratos
sollveis totais e as concentracfes de sacarose nas folhas e nas raizes, concentraces de aménio
livre, glicina e prolina, como nas concentra¢fes dos aminoécidos soluveis totais e as enzimas
antioxidantes nas partes avaliadas reduzindo suas medidas de crescimento, as concentracdes
de proteinas sollveis totais, nitrato e a atividade da redutase do nitrato nos tecidos foliares e
nas raizes. Contudo, pode-se observar que a espécie em estudo mesmo apresentando a redu¢édo
no seu conteddo relativo de agua manteve ativo seu metabolismo do carbono. Os indicadores
do Metabolismo do Nitrogénio e o sistema oxidativo analisados foram eficientes para avaliar
0 estado metabolico das plantas de Visgueiro submetidas a deficiéncia hidrica.

Palavras — Chave: Visgueiro. Deficiéncia hidrica. Metabolismo do Nitrogénio. Metabolismo
do Carbono.



ABSTRACT

The Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp. is a forest species that when subjected to adverse
conditions, develops physiological and biochemical mechanisms of tolerance to water stress.
Thus, the objective was to increase knowledge about the mechanisms of Visgueiro responses
by studying aspects physiological and biochemical eco seeking a better understanding of the
strategies developed by this species under water stress process. The experiment was conducted
in a greenhouse at the Federal Rural University of Amazonia, and the physiological and
Biochemical analyzes performed on Biodiversity Studies Laboratory in Higher Plants, Belém,
Para. The young plants used were bought at AIMEX, approximately seven months of age,
measuring 10-15 cm in height, and placed in plastic pots with a capacity of 7,5L. The substrate
used was loamy black soil. The experimental design was completely randomized in subdivided
plots 2x3 (two water conditions: control and water stress, and three evaluation times) totaling
30 experimental units, in which each experimental unit consisted of a plant / pot. The
experimental results were submitted to analysis of variance, and when found significant
differences in means were compared by Tukey test at 5% significance level. The relative water
content in plants subjected to water stress significantly reduced over time, compared to plants
subjected to water supply. The suspension of irrigation for 10 days was sufficient to alter the
metabolism of plants Visgueiro, increasing the total soluble carbohydrate concentrations and
sucrose concentrations in leaves and roots, free ammonium concentrations, glycine and proline
as the amino acid concentrations and total soluble antioxidant enzymes in shares valued
reducing their growth measures, the concentrations of total soluble protein, nitrate and nitrate
reductase activity in the leaves and roots. However, it can be seen that the species under test
even with a reduction in its water content held on its active carbon metabolism. However, it
can be seen that the species under test even with a reduction in its water content held on its
active carbon metabolism. Nitrogen Metabolism indicators and oxidative system analyzed
were efficient to evaluate the metabolic state of Visgueiro plants subjected to water stress.

Keywords: Visgueiro. Water deficit. Nitrogen metabolism. Carbon Metabolism.
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1. CONTEXTUALIZACAO

Entre as espécies florestais de potencial econdmico pertencentes ao género Parkia,
encontra-se a Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp., popularmente conhecida como
Visgueiro, é uma arvore de dossel, apresenta copa plana, formando uma das mais distintas e
bonitas formas em arvores da Amazonia. E uma espécie florestal de porte arboreo, com uma
série de caracteristicas que a tornam de grande interesse econémico e ecoldgico (PINEDO;
FERRAZ, 2008). Também conhecida como Faveira, € uma planta heliofita, da familia
Fabaceae-mimosoideae sua distribuicdo geografica compreende florestas ombroéfilas e
estacionais, da Amazonia e Mata Atléantica, Norte, Nordeste e Centro-oeste do Brasil; Bolivia,
Colémbia, Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname e Venezuela (OBERMULLER et al.,
2011).

No tocante as suas caracteristicas ecologicas ela é classificada como uma espécie
secundaria, grande porte com copa larga, aplainada, perenifdlia, meséfila ou heli6fila com
potencial para o plantio em areas degradadas e de preservacdo permanente, gracas ao seu rapido
crescimento em ambientes abertos, na arborizacao de pracas publicas e parques paisagistico e
forrageiro para alimentacdo de ruminantes (ROSSETO et al., 2011).

Em relacdo as suas caracteristicas anatdbmicas, a planta possui tronco cilindrico e casca
externa com depressdes e lenticelas dispersas, base do tronco digitada, casca interna creme,
com anéis vermelhos, resina vermelha escassa, madeira leve a moderadamente pesada (0, 80 a
0,90 g/cm?®), cerne de cor cinza a creme claro; gra-regular; textura média; superficie lisa ao tato
e lustrosa; cheiro e gosto indistintos. Sua madeira € empregada em caxotaria, tbuas, forros,
lenha e carvdo. Alguns géneros da Parkia apresentam compostos antioxidantes e
gastroprotetores (OBERMULLER et al., 2011).

Além disso, € considerada espécie-chave na restauracdo ambiental da Amazénia,
devido a sua importancia para a comunidade de passaros e mamiferos que sdo atraidos pela
regular e abundante producdo de sementes e de resina exsudada pelas vagens. Muito utilizada
na Silvicultura, o Visgueiro, tem como caracteristica a fixacdo de Nitrogénio, ajudando assim,
na recuperacio de solos degradados (SALOMAOQ; BRIENZA JUNIOR; SANTANA, 2012).

A associacao de estudos morfologicos e anatdbmicos permite a compreensao de todo o
processo de desenvolvimento estrutural, fisiologico e ecoldgico das plantas florestais nos seus
estadios iniciais. O sucesso da atividade florestal, por exemplo, a recuperacdo de areas
degradadas € altamente afetada pelas condi¢cbes ambientais, principalmente nos estagios
iniciais durante o estabelecimento das plantulas e pela capacidade destas em resistir a estresses.

Nesses ambientes, a disponibilidade de luz, de agua e de nutrientes varia no tempo e espago e
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sdo considerados os fatores abidticos que mais afetam o estabelecimento das plantulas
(NASCIMENTO et al., 2011). Chaves et al., (2009) afirmam que a disponibilidade hidrica é
um dos fatores ambientais que exercem maior influéncia no desenvolvimento de plantios
florestais. E importante ressaltar que, a &gua exerce importancia fundamental no
desenvolvimento dos vegetais e um papel essencial nos seus processos ecofisiologicos.

De acordo com Salamoni (2008), estresse é qualquer fator externo que exerca influéncia
desvantajosa sobre a planta, induzindo respostas em todos os niveis do organismo, podendo ser
reversiveis ou permanentes, este conceito esta diretamente relacionado ao desenvolvimento de
mecanismos de tolerancia ao estresse, definido como sendo a adaptacdo da planta para
sobreviver a um ambiente desfavoravel. Segundo Pacheco et al., (2011) o estresse causa
respostas e mudancas no organismo, que inicialmente sdo reversiveis, mas podem se tornar
permanente, sendo caracterizado como um desvio significativo das condicdes étimas de
sobrevivéncia. Portanto, define-se deficiéncia hidrica como todo o conteudo de &4gua de um
tecido ou célula que estd abaixo do conteldo de agua mais alto exibido no estado de maior
hidratacdo (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Dentre os mecanismos de defesa ao déficit hidrico, o fechamento estomatico, é o que
se caracteriza como sendo primordial para que o vegetal mantenha seu status hidrico em
condi¢Bes de sobrevivéncia, uma vez que a resisténcia difusiva ao vapor de agua reduz a
transpiracdo e consequentemente a perda de agua para a atmosfera. Contudo, se a condicao de
estresse perdura por longos periodos causara danos a capacidade fotossintética da planta, uma
vez que o suprimento de CO- sera reduzido, principalmente na quantidade de producéo de
matéria seca (ALVARENGA, 2010)

O desenvolvimento dos vegetais depende da duracéo e da intensidade do estresse, da
fenologia e genética da planta, provocando diversas alteracdes morfofisioldgicas, como
diminuicdo da turgescéncia e reducdo no tamanho das folhas, além disso, o estresse hidrico
estimula o crescimento das raizes em profundidade para as zonas mais umidas do perfil do solo
e essa caracteristica pode conferir adaptacdo a seca (DURIGON, 2011).

A reducéo da turgidez causa a expansao celular que aliada a extensibilidade da parede
celular causa reducéo da area foliar. A medida que o estresse se agrava e a quantidade de agua
decresce, as células vegetais contraem-se e a pressdo de turgidez aumenta contra as paredes,
aumentando a concentracdo de solutos nas células e 0 aumento da membrana plasmatica
tornando-a mais espessa e mais comprimida. Como consequéncia da diminuicao da area foliar
h& uma menor transpiracdo por parte do vegetal, mantendo um suprimento limitado de 4gua no

solo por um periodo mais longo (TAIZ; ZEIGER, 2013). A reducdo da area foliar envolve
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aspectos  fisiologicos causando modificagbes morfoldgicas, essas caracteristicas
morfofisioldgicas conferem a espécie a capacidade ndo somente de armazenar, mas de evitar a
perda de agua (SILVA et al., 2009).

Os processos de desidratacdo em plantas tolerantes a seca evidenciam-se por mudancas
nas relacGes hidricas, nos processos fisioldgicos e bioquimicos, nas estruturas de membrana e
estruturas de organelas celulares. O tipo de substancias utilizadas no ajustamento osmatico
depende da espécie e variedade. Entretanto, o grau de ajustamento depende da velocidade em
que o déficit hidrico é aplicado, sendo cada vez maior 0 ajustamento quando o estresse é
aplicado de maneira gradativa (WILLADINO; CAMARA, 2010).

O aumento no teor de carboidratos sollveis sugere que esta espécie apresenta
mecanismo de ajustamento osmético, nas condicdes de estresse hidrico, adaptando-a a
sobrevivéncia nessa condicdo. O estresse hidrico causa aumento na taxa de translocacdo de
carboidratos das folhas para as raizes, aumento da concentracdo de carboidrato nas folhas e
aumento do crescimento e das atividades metabdlicas das raizes, que, por sua vez, passam a
demandar por mais carboidratos (SILVA et al., 2009). Lisar et al., (2012) afirmam que sob
deficiéncia hidrica, parte dos carboidratos dispostos no citoplasma, sao utilizados na ativacao
dos mecanismos de tolerancia a seca, independente do mecanismo em questdo. Os carboidratos
encontrados nas folhas sdo alterados em quantidade e qualidade durante o estresse hidrico.

A sacarose faz parte de uma integracdo do crescimento e do mecanismo de aquisicao e
alocacao de carbono entre diferentes 6rgdos das plantas (MAIA et al., 2007). Silva et al.,
(2010) afirmam que existe uma correlacdo entre hidratos de carbono mono estruturais e
condi¢bes de déficit hidrico, sugerem, ainda, que estes se acumulam embora o grau de
concentracdo varie em diferentes espécies de plantas. O estresse hidrico promove o0 aumento
da atividade da enzima sacarose fosfato sintase que atua na célula fotossintética citosol,
protegendo a integridade das membranas e das proteinas, consequentemente, o nivel de
sacarose aumenta progressivamente nas plantas sob estresse hidrico (OLIVEIRA et al., 2013).

Quando submetidas a condicdo de estresse hidrico ocorrem mudangas na absorcéo,
transporte e assimilagdo de ions necessarios ao crescimento da planta, principalmente o
nitrogénio. O nitrogénio é o nutriente mineral requerido em maior quantidade pelas plantas
sendo este absorvido preferencialmente sob a forma nitrato (NO3’) e/ou aménio (NH4%). A
interacdo entre as fontes de nitrogénio (nitrica e amoniacal) nas plantas possui efeitos
diferenciados no crescimento, na qualidade vegetal, na producdo de biomassa, no seu
crescimento e desenvolvimento (DA SILVA; DELATORRE, 2009).
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A disponibilidade de &4gua no solo influéncia a atividade da enzima redutase do nitrato,
principal enzima responsavel pela assimilacdo de nitrogénio pelos vegetais (RHEIN; DOS
SANTOS; CARLIN, 2011). Dentre os parametros que tém sido utilizados para quantificar as
respostas fisiologicas da planta ao estresse hidrico, a estimativa da atividade da enzima redutase
do nitrato vem sendo um bom indicativo para estimar a severidade das perdas de producédo a
medida que diminui a absorcao de nitrogénio pelos vegetais (FIDELIS et al., 2012).

Em plantas sob estresse hidrico acontece a reducgéo das proteinas sollveis isso é causado
pelo aumento da atividade enzimatica das proteases, estas enzimas promovem a quebra das
proteinas e, consequentemente, diminui a proteina montante apresentada na planta sob
condicOes de estresse abidtico. Borrmann (2009) estudando o efeito do déficit em plantas
afirma que os teores de proteinas em plantas demonstra que a resposta das plantas na sintese e
no tipo de proteinas sintetizadas € possivel para concluir que algumas plantas apresentam maior
tolerancia a seca do que outras.

A prolina é o aminoécido mais estudado, em razdo de sua sensibilidade de resposta a
condicdes de estresse, onde seu acumulo fornece um importante pardmetro para a selecdo de
plantas resistentes ao estresse hidrico (ASHRAF et al., 2011). Além disso, € comum a
constatacdo de que teores aumentados de prolina atenuam os efeitos do estresse hidrico
(CVIKROVA etal., 2013; FILIPPOU et al., 2014). Segundo os autores, 0 acimulo ocorre pelo
aumento da sua sintese ou pela inibi¢do do processo de oxida¢do da prolina. Durante o estresse
causado pela falta de agua, o seu acumulo resulta em aumento na osmolaridade celular,
promovendo a manuten¢do do turgor necessaria para a expansdo das células vegetais.
Apresenta ainda importante funcdo evitando a desnaturacdo proteica, a medida que este
aminoacido age na manutencao da integridade da membrana. A prolina interage com enzimas
e outras proteinas preservando suas estruturas e atividades (SILVA, 2012).

Outro mecanismo adaptativo ao estresse hidrico é o aumento na sintese de glicina-
betaina. O principal papel desse osmorregulador seria o de protecdo das células vegetais por
meio da preservacdo do balango osmotico; da estabilizacdo da estrutura de proteinas-chave, tal
como a Rubisco e de sua atuagdo como eliminadora de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(TREBERG; DRIEDZIC, 2007). O aumento da sua producdo visa, também, a protecdo das
membranas dos tilacoides, consequentemente ha a manutencdo da eficiéncia fotoquimica na
fotossintese (ASHRAF; FOOLAD, 2007).

O estresse oxidativo é um processo que pode ser aumentado em plantas submetidas a
diversos fatores abioticos, inclusive estresse hidrico. Os radicais livres gerados de espécies

reativas de oxigénio podem comprometer a integridade celular, degradando proteinas e
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lipideos. Devido a isso, 0 organismo vegetal desenvolveu vias metabdlicas especificas para
eliminacdo de moléculas oxidantes (GILL; TUTEJA, 2010).

Ainda segundo Gill e Tuteja (2010) para diminuir os danos oxidativos causados pelas
EROs, as plantas possuem um complexo sistema antioxidativo de defesa, composto por
enzimas antioxidantes tais como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX).

A superoxido dismutase (SOD) tem um papel importante na ajuda e eliminacdo dos
radicais livres. Assim como o perdxido de hidrogénio que é altamente toxico para as células
(ALBRECHT et al., 2009). O aumento na atividade desta enzima tem relagdo com uma maior
producdo de perdxido de hidrogénio, sendo esta uma molécula chave para varios processos
metabolicos que acontecem na célula, por exemplo, a producéo de radicais livres, a lignificacdo
e producdo de compostos fendlicos, além de atuar como gatilho para as respostas de resisténcia
sistémica adquirida (SAR) (NUNES; VIANA; MACHADO NETO, 2015).

A CAT é uma enzima que tem por funcdo catalisar a redugéo do perdxido de hidrogénio
(H202) em &agua (H20) e oxigénio (O2). O aumento da atividade da CAT acarreta a uma
diminuicdo das espécies reativas de oxigénio, proporcionando ao organismo um mecanismo de
defesa das plantas ao estresse oxidativo (PEREIRA, et. al, 2010). Enquanto a APX que catalisa
a decomposi¢do do perdxido de hidrogénio (H202) em agua, utilizando o ascorbato como
doador de elétrons Em conjunto, estas enzimas representam componentes importantes do

sistema de protecdo oxidativa nas folhas e nas raizes de plantas.

2. OBJETIVO GERAL
Ampliar os conhecimentos sobre os mecanismos de respostas de Parkia pendula
(Willd.) Benth. ex Walp, mediante o estudo de aspectos ecofisioldgicos e bioquimicos visando
uma melhor compreensdo das estratégias desenvolvidas por esta espécie em processo de

deficiéncia hidrica.
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2.1. Objetivos Especificos:

a. Verificar os mecanismos ecofisiolégicos e bioquimicos de adaptacdo a deficiéncia
hidrica em plantas jovens de Visgueiro com énfase no comportamento das relagdes

hidricas e metabolismo do carbono.

b. Verificar os mecanismos fisiologicos e bioquimicos de adaptacdo a deficiéncia
hidrica em plantas jovens de Visgueiro com énfase no comportamento das relagdes

hidricas e metabolismo do nitrogénio.

c. Verificar os efeitos do estresse hidrico sobre a atividade das enzimas antioxidantes
SOD, APX e CAT, em folhas e raizes das plantas de Visgueiro.

3. HIPOTESES:
HO: A deficiéncia hidrica promovera alteracbes de mecanismos ecofisiolégicos em

plantas de Visgueiro.

HO: A deficiéncia hidrica ocasionara alteracbes no metabolismo do carbono e do

nitrogénio em plantas de Visgueiro.

HO: A deficiéncia hidrica acarretara alteracfes na atividade das enzimas antioxidantes
SOD, APX e CAT, em plantas de Visgueiro.

HO: As plantas de Visgueiro sdo tolerantes a deficiéncia hidrica.
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5. CAPITULO I

BIOMETRIA E METABOLISMO DO CARBONO EM PLANTAS JOVENS DE
Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp. SUBMETIDAS A DEFICIENCIA HIDRICA

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar a biometria e 0 metabolismo do carbono em plantas jovens
de Visgueiro submetidas a deficiéncia hidrica. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo da Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), sendo as anélises fisioldgicas
e Bioguimicas realizadas no Laboratdrio de Estudos da Biodiversidade em Plantas Superiores
(EBPS), campus Belém, Pard. As mudas utilizadas foram compradas na AIMEX, com
aproximadamente sete meses de idade, medindo 10-15 cm de altura, sendo acondicionadas em
vasos plasticos com capacidade para 7,5L. O substrato usado foi terra preta argilosa. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema de parcela
subdividida 2 x 3 (duas condic@es hidricas: controle e deficiéncia hidrica, e trés tempos de
avaliacdo), com 5 repeticOes, totalizando 30 unidades experimentais, sendo que cada unidade
experimental foi composta de uma planta/vaso. Os resultados experimentais foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA). O conteudo relativo de adgua nas plantas submetidas a
deficiéncia hidrica reduziu de 73,5% para 52,99%, equivalentes a 0 e 10 dias de estresse. A
suspensdo da irrigacdo por 10 dias causou 0 aumento nas concentracdes de carboidratos
solliveis totais, os valores encontrados ao décimo dia foram 0,5567 mg g* MS e 0,4672 mg g
1 MS, para plantas submetidas ao estresse e irrigadas, respectivamente. As concentragdes de
sacarose em 5 dias e aos 10 dias foram de 99,71 e 174,34 mg sacarose/ g MS nas folhas
enquanto que para as plantas mantidas sob controle obtiveram valores de 82,86 e 128,50 mg
sacarose/ g MS. Houve reducdo em todas as medidas de crescimento como forma de defesa ao
estresse submetido. Contudo, pode-se observar que a espécie em estudo mesmo apresentando
a reducao no seu conteudo relativo de agua manteve ativo seu metabolismo do carbono.

Palavras — chave: Suspensdo hidrica. Ajustadores Osmoticos. Visgueiro.
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5- CHAPTER |

BIOMETRICS AND METABOLISM OF CARBON IN YOUNG PLANTS Parkia
pendula (Willd.) Benth. ex Walp.SUBMITTED TO WATER DEFICIT

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the biometrics and the carbon metabolism in young
plants Visgueiro submitted to water stress. The experiment was conducted in a greenhouse at
the Federal Rural University of Amazonia, and the physiological and Biochemical analyzes
performed on Biodiversity Studies Laboratory in Higher Plants, Belém, Para. The young plants
used were bought at AIMEX, approximately seven months of age, measuring 10-15 cm in
height, and placed in plastic pots with a capacity of 7,5L. The substrate used was loamy black
soil. The experimental design was completely randomized in subdivided plots 2x3 (two water
conditions: control and water stress, and three evaluation times) totaling 30 experimental units,
in which each experimental unit consisted of a plant / pot. The experimental results were
submitted to analysis of variance. The relative water content in plants subjected to water stress
reduced from 73.5% to 52.99%, corresponding to 0 and 10 days of stress. The suspension of
irrigation for 10 days caused an increase in total soluble carbohydrate concentrations, the
values found on the tenth day were 0.5567 mg g-1 MS and 0.4672 mg g-1 MS, for plants
subjected to stress and irrigated, respectively. The sucrose concentrations at 5 days and 10 days
were 99.71 and 174.34 mg sucrose / g DM. the sheets while kept under control for plants
obtained values 82.86 and 128.50 mg sucrose / g DM. There was a reduction in all growth
measures as a defense to stress submitted. However, it can be seen that the species under test
even with a reduction in its water content held on its active carbon metabolism.

Keywords: water suspension. Osmotic adjusters. Visgueiro.
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5.1.INTRODUCAO

Entre as espécies florestais de potencial econémico pertencentes ao género Parkia,
encontra-se a Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp., popularmente conhecida como
Visgueiro, uma arvore de dossel, copa plana, suas plantulas apresentam taxas de crescimento
relativamente altas em florestas abertas como também baixa taxa de mortalidade, e sua
madeira, de baixa densidade, apresenta facil processamento, a espécie é fixadora de nitrogénio
e pode ser recomendada para o plantio em areas degradadas (PINEDO E FERRAZ, 2008).

O sucesso da atividade florestal depende, dentre outros fatores, da escolha de espécies
tolerantes ao estresse hidrico, uma vez que o crescimento e o desenvolvimento das plantas sao
afetados por fatores bidticos e abidticos. Em espécies florestais, os sintomas da deficiéncia
hidrica sdo mais visiveis e drasticos na fase de muda (CARVALHO et al., 2015).

Os vegetais respondem aos efeitos causados pela deficiéncia hidrica por meio de
mecanismos adaptativos como o fechamento dos estbmatos, ajustamento osmotico,
ajustamento da parede celular, producéo de folhas menores, reducéo da area foliar e/ou indugédo
da abscisdo foliar e aumento da densidade e profundidade das raizes. Entretanto, 0s
mecanismos de reducdo da area foliar e/ou abscisao foliar e fechamento dos estbmatos limitam
a produtividade do vegetal, pois reduzem, respectivamente, a interceptagéo de luz e a absorcéo
do gés carbdnico (CO>) do ar atmosférico, provocando uma reducdo da atividade fotossintética
(TAIZ & ZEIGER, 2013; FERNANDES et al., 2015).

Quando submetidas a deficiéncia hidrica, as plantas apresentam inibicdo no
crescimento; alteracdo na razdo raiz e parte aérea, promovendo aumento na alocacdo de
biomassa para as raizes em detrimento da parte aérea, modificacdes na area e comprimento do
sistema radicular, para explorar um maior volume de solo e melhorar a absor¢do de agua e
nutrientes (GUO et al., 2010; SCHWIDER et al., 2013).

O efeito do estresse é geralmente percebido como um decréscimo na fotossintese
liquida e crescimento, estando associados com alteragdes no metabolismo do carbono e
nitrogénio (GONCALVES et al., 2010). Outra resposta fisioldgica de plantas ao estresse
hidrico é o acimulo de agUcares sollveis, sendo um mecanismo que apresenta importante papel
no ajustamento osmatico, havendo uma forte correlacdo entre o acimulo de agUcares e a
tolerancia ao estresse osmotico, onde as plantas recuperadas do estresse sdo exemplos de
relacdo positiva entre acimulo de hidratos de carbono, principalmente sacarose, e resposta de
tolerancia ao estresse (OLIVEIRA et al., 2013; MORANDO et al., 2014).
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Com base no exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a biometria e o
metabolismo do carbono em plantas jovens de Visgueiro submetidas a deficiéncia hidrica.

5.2.MATERIAL E METODOS

5.2.1. Local e montagem do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagao situada a 01°28°03”’S; 48°29°18”
W, sendo as analises fisiologicas realizadas no Laboratdrio de Estudos da Biodiversidade em
Plantas Superiores (EBPS), ambos pertencentes ao Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da
Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), campus Belém, Para, no periodo de marco
de 2015 a agosto de 2015.

No presente trabalho, foram utilizadas mudas de visgueiro (Parkia pendula (Willd.)
Benth. ex Walp), compradas na AIMEX, com aproximadamente sete meses de idade, medindo
10-15 cm de altura, sendo acondicionadas em vasos plasticos com capacidade para 7,5L. O
substrato usado foi terra preta argilosa, onde uma amostra foi conduzida para o Laboratdrio de
solos da Embrapa para que fosse realizada a analise quimica, e os resultados podem ser

observados na tabela 1.

Tabela 1. Resultado da Anélise quimica do substrato utilizado.

Andlise do Solo
Amostra pH P| K| Na | Ca Ca+Mg Al H+AI
Identificacio Agua mg/dm?3 cmole/dm®
Amostra 01 51 217117 | 09 1,3 0,7 4,95

Fonte: Préprio Autor

Para suprir a caréncia nutricional do solo e das plantas, foi aplicada solugdo nutritiva
(HOAGLAND e ARNON, 1950) modificada conforme a tabela 2, recebendo 5 mL de macro
e micronutrientes a cada 30 dias até o inicio do experimento. Antes do inicio dos tratamentos,
todas as plantas foram colocadas sob sombrite 50%, irrigadas diariamente durante um més para
suprir a necessidade hidrica e aclimatacdo da planta (FERNANDES; SYKES, 1968).
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Tabela 2. Composicao quimica da solucdo nutritiva conforme HOAGLAND e ARNON, (1950) modificada.

Solugéo Nutritiva (HOAGLAND e ARNON, 1950) Modificada
12 Aplicacao 2 2 Aplicacdo 32 Aplicacdo

CaCl, 0,5 ml K2SO4 1ml

KH,PO4 0,25 ml
KH2PO 1mi !

e KNOs | 1ml cacl, 1ml
Fe Edta 1 ml MgSO, 0,25 ml
Fe Edta 0,25 ml

NH4NO; 7ml NH.NOs 1 ml
CaCl, Bl 0,25 ml

NHsNO 1,5ml
MgSO, 1ml 4NU3 Ca (N03)2 1,25 ml
KNO3 0,25 ml
Micronutrientes 1ml Micronutrientes 0,25 ml
Aferido: pH 6 em 1000 ml Aferido: em 500 ml Aferido: pH 6 em 500 ml

Fonte: Préprio Autor

5.2.2. Delineamento e conducao experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema de
parcelas subdividas 2 x 3 (duas condig¢des hidricas: controle e deficiéncia hidrica, e trés tempos
de avaliacdo), com 5 repeticGes, totalizando 30 unidades experimentais, sendo que cada
unidade experimental foi composta de uma planta/vaso.

As plantas foram submetidas a dois regimes hidricos: irrigado (controle) e deficiéncia
hidrica, no qual a imposicdo do déficit hidrico foi obtida pela suspenséo da irriga¢éo no periodo
méaximo de 10 dias, sendo: tempo 0 (zero dias de deficiéncia hidrica), o tempo 1 (5 dias de
deficiéncia hidrica) e o tempo 2 (10 dias de deficiéncia hidrica), com 5 repeticdes, totalizando
30 unidades experimentais, sendo cada unidade composta de uma planta/vaso.

Durante o periodo das analises, as plantas controle foram regadas diariamente para
repor a agua perdida. Fez-se também o controle de plantas daninhas manualmente. Nao foram
observados sintomas visiveis de deficiéncia nutricional, bem como o ataque de pragas e

patogenos.

5.2.3. Coleta e armazenamento do material
As coletas das plantas ocorreram as 05:00 h na casa de vegetacéo, sendo retirados 0s
discos das folhas primarias completamente expandidas de cada uma das repeticbes para a

determinacdo do contetdo relativo de 4gua (CRA), sendo feito logo em seguida as medidas
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biométricas. Posteriormente, as plantas foram separadas em folhas e raizes, e colocadas em
estufa de ar forcada a 70°C para trituracdo em moinho até a obtencao do po fino para as analises

da determinacéo de carboidratos e sacarose, sendo devidamente armazenado em tubos falcon.

5.2.4. Variaveis Biométricas

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

centimétrica.

5.2.5. Determinacao do Conteudo relativo de agua

O CRA foi determinado entre 05:00 e 06:00h em cada coleta. Onde foram retirados 0s
discos para a determinacao imediata do CRA. O método utilizado foi o descrito por Slavick
(1979), foram retirados 10 discos foliares frescos (10 mm de didametro) de cada planta, ao acaso,
determinando imediatamente a massa dos mesmos (MF1) em balanca analitica. Em seguida os
discos foram transferidos para uma placa de Petri, contendo 35ml de dgua destilada e deixados
na bancada (25°C) por um periodo de 12 horas. Posteriormente os discos foram colocados em
papel de filtro para retirar 0 excesso de agua 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). Os resultados foram

expressos em porcentagem, conforme férmula a seguir:

CRA = MF; — MS x 100 (%)
MF2 — MS
Em que:

MF1: Massa Fresca 1;
MF2: Massa Fresca 2:
MS: Massa Seca.

5.2.6. Determinacao de carboidratos solGveis totais (CST)

Carboidratos sollveis 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 0 homogeneizado resultante incubado a 100 °C,

por 30 minutos. Apoés centrifugacdo a 700 g, por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e o



29

procedimento de extracdo repetido por duas vezes. Os sobrenadantes foram combinados e
homogeneizados e, do extrato final resultante, uma aliquota de 20 puL foi amostrada para as
demais etapas. A cada aliquota foi adicionado 480 uL de agua deionizada e, apds agitagao por
15 minutos, foram adicionados 500 pL de fenol 5 % e 2,5 mL de acido sulfurico concentrado
a cada amostra. Apés vigorosa agitacdo durante 20 minutos, a leitura foi realizada por um
espectrofotometro (GenesysTM10 series, Thermo Electron Co, Wisconsin, USA) a 490 nm.

5.2.7. Determinacdo de sacarose

Para determinacdo de sacarose o método de Van Handel (1968), sofreu algumas
modificacfes. As amostras foram maceradas em 1,5 ml de MCW (metanol: cloroférmio: dgua
12: 5: 3, v/viv) e agitadas por 20 minutos. O homogeneizado foi centrifugado a 500 g, por 30
minutos, a temperatura ambiente. Apos 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 solugédo de antrona 0,2 % (em acido sulfurico) foi adicionado a
cada tubo. A mistura foi agitada e aquecida novamente a 40°C por 20 minutos e, ap0s
resfriamento, a leitura foi realizada a 620 nm por meio de um espectrofotdmetro

(GenesysTM10 series, Thermo Electron Co, Wisconsin, USA).

5.2.8. Andlises dos dados estatisticos

Os resultados experimentais foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e
quando verificado diferencas significativas as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia. Sendo observados os desvio padrdo em relagcdo as médias do

tratamento, sendo as analises estatisticas realizadas usando-se o programa Assistat 7,7.

5.3. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.3.1. Conteudo Relativo de 4gua

O conteudo relativo de agua nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica reduziu
significativamente ao longo do tempo, quando comparados as plantas submetidas ao
fornecimento de agua. As plantas irrigadas mantiveram medias de 76% ao longo do
experimento. Os valores apresentados pelas plantas submetidas a deficiéncia hidrica foram de
73,5%, 62,47% e 52,99% equivalentes a 0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica (Figura 1).
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Essa diminuicdo no contetdo relativo de 4gua dos tecidos foliares pode ser explicada
pela retencdo de moléculas de agua nos coldides do solo (Figura 1), que através dessa reducéo
interfere na formacdo do gradiente de concentracdo, provocando a diminui¢do no balanco
hidrico das plantas (COOPER et al., 2012). Com isso, reduz a quantidade de 4gua existente no
xilema, aumentando a tensdo nos vasos xilematicos, fazendo com que a planta realize uma
forca necessaria para absorver do solo a agua e ser transportada a parte aérea (MOLLE, 2011).
Consequentemente a condutividade hidraulica das raizes é restringida, ocasionando a inibicéo
da atividade metabolica e a reducdo na producdo de ATP que acaba limitando o suprimento de
energia para o crescimento das raizes, causando reducdo no desenvolvimento e processos
fisiologicos da planta (COSTA, 2012).

Segundo Soares et al., 2015, a menor disponibilidade de dgua no solo afeta o estado
hidrico das folhas e seus os mecanismos de controle de perda de dgua através do fechamento
parcial dos estdomatos e de acordo com Silva, (2013) as plantas como forma de defesa, se
ajustam osmoticamente (Figura 2 e 3) para conservar a absorcao de agua nos coldides do solo
e continuar com seus processos metabolicos.

Resultados diferentes foram encontrados por Medeiros et al., (2012) trabalhando com
estresse hidrico em mudas de acerola ndo observou resultados para esta varidvel mesmo com a
reducdo do potencial de agua na folha, enquanto que Sant’anna (2009) trabalhando com mudas
de laranjeira e Wang, (2014) estudando mudas de seringueira encontraram redugdes continuas

nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica.
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Figura 1. Conteudo Relativo de Agua em folhas de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp, submetidasa 0, 5 e
10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de
probabilidade. As letras minusculas comparam os tempos de avaliacdo e as letras maitsculas os valores entre 0s

regimes hidricos. As barras representam os desvios padrdes das médias.

5.3.2. ConcentracOes de Carboidratos sollveis totais

As plantas submetidas a deficiéncia hidrica aumentaram suas concentracdes de
carboidratos solUveis totais nas folhas e nas raizes sob deficiéncia hidrica, promovendo um
acréscimo significativo no conteudo dessa substancia em ambas as partes como mostram a
Figuras 2. Os valores obtidos para as folhas das plantas estressadas no tempo de 0, 5 e 10 dias
respectivamente, foram de 0,3505, 0,4508 e 0,5567 mg g™ MS e nas folhas das plantas controle
foram 0,3506, 0,3788 e 0,4672 mg g MS. Para as raizes das plantas submetidas em estresse
apresentaram valores de 0,2011, 0,2254 e 0,2333 mg g* MS enquanto que nas plantas
mantidas irrigadas foram de 0,2011, 0,2108 e 0,2286 mg g* MS, respectivamente 0, 5 e 10
dias, representando diferencas estatisticas entre as condi¢fes hidricas e os periodos de
avaliagdo no 10° dia de experimento (Figura 2).

Este aumento nos teores de carboidratos solUveis totais tanto nas folhas como nas raizes
mostram que a Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp. (Figura 2), apresentou um custo
energético mais elevado para a osmorregulacdo por meio da sintese de carboidratos que as
plantas submetidas ao controle (Azevedo Neto et al., 2010), ocorrendo como forma de resposta
de tolerancia a deficiéncia hidrica, ocasionando este ajustamento osmotico no metabolismo da

espécie estudada para evitar a desidratagéo celular.
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Estes aumentos nas concentracdes de carboidratos podem ocorrer logo no inicio da
imposicgéo do estresse sendo como resultado da redugéo do crescimento e pela intensidade do
estresse devido a degradacdo do amido nos tecidos que o acumulam resultando da atividade da
enzima amilase que eleva a concentracdo dos agucares redutores, além disso, as hexoses
liberadas a partir da hidrolise da sacarose podem ser utilizadas nos processos anabolicos ou
catabdlicos, fornecendo os agucares para acumulacdo e ajustamento osmotico (LOBATO et
al., 2009; MEDEIROS et al., 2012).

Outra possivel resposta a esse aumento na concentracdo de carboidratos pode estar
associado ao aumento do &cido abscisico nas folhas, que em baixas condi¢des hidricas no solo,
aumenta a razdo raiz/parte aérea da planta e induz o fechamento dos estdmatos, auxiliando a
planta a enfrentar a deficiéncia hidrica, diminuindo assim a capacidade fotossintética, o que se
traduz possivelmente em menor acimulo de amido, podendo sinalizar a necessidade do
aumento dos teores de sacarose e carboidratos (LISAR et al., 2012).

Resultados semelhantes foram encontrados por Mendes, 2007 observou um aumento
na concentracdo de carboidratos em Swtenia macrophyla em condicdes de deficiéncia hidrica
em 12 dias e por Amorim et al., (2011) ao avaliar folhas de Anacardium occidentale verificou

um aumento desse soluto como resposta ao estresse hidrico.

Concentracdes de carboidratos solGveis totais
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Figura 2. Concentragdes de Carboidratos Soltveis Totais em folhas e raizes de plantas jovens de Parkia pendula
(Willd.) Benth. Ex Walp, submetidas a 0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras mintsculas comparam os tempos de avaliacédo e

as letras maitsculas os valores entre os regimes hidricos. As barras representam os desvios padrdes das médias.
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5.3.3. Concentracg0es de sacarose

As concentragdes de sacarose mostraram-se semelhantes ao de carboidratos sollveis
totais, nas plantas sob deficiéncia hidrica (Figura 3). As concentracdes de sacarose nas folhas
e nas raizes aumentaram de acordo com os dias de estresse, havendo diferenca estatistica nas
condicBes hidricas no 5° e 10° dias para as folhas quando submetidas a deficiéncia hidrica,
para as raizes houve diferenga significativa apenas no 10° dias. Os valores nesses tratamentos
em 5 dias e aos 10 dias foram de 99,71 e 171,34 mmol g** MS nas folhas enquanto que para as
plantas mantidas sob controle obtiveram valores de 82,86 e 128,50 mmol g* MS. Para as
raizes das plantas sob estresse os valores foram de 168,94 e 179,89 mmol g* MS nas raizes
enquanto que nas plantas mantidas irrigadas foram de 127,76 e 73,25 mg mmol g* MS (Figura
3).

Esse aumento para ambas condicdes hidricas podem estar relacionados possivelmente
ao aumento das atividades das enzimas que agem no processo de quebra do teor de amido,
onde os agucares formados e transportados podem ser na forma de e estar associado a sua
hidrolise e, consequentemente, a liberacdo das hexoses, onde duas enzimas catalisam esta
reacdo: a SuSy, gerando FRU + UDP-glicose, ou as invertases gerando GLU + FRU, que
regulam a entrada da sacarose em diferentes rotas de utilizacdo, incluindo o carregamento de
carboidratos no complexo cc-ec pela ndo utilizacdo durante a reducdo do crescimento
vegetativo (fotossintese), que serdo utilizadas nos processos de adaptacdo (RAE et al., 2005;
SMITH; STITT, 2007).

Segundo ASHRAF et al., (2011), esse mecanismo de defesa se constitui devido ao
acumulo, no vacuolo ou no citosol, de solutos compativeis como a sacarose que contribuem
para a manutencdo do equilibrio hidrico e a preservacdo da integridade de proteinas, enzimas
e membranas celulares.

Resultados semelhantes foram encontrados por Costa, (2010) trabalhando com plantas
de Costus arabicus L., onde obteve um incremento de sacarose nas folhas e nas raizes sob

estresse hidrico e diminuicdo nas plantas controle.
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Figura 3. ConcentracBes de Sacarose em folhas e raizes de plantas jovens de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex
Walp, submetidas a 0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras mindsculas comparam os tempos de avaliagéo e as letras
maiusculas os valores entre os regimes hidricos. As barras representam os desvios padrdes das médias.

5.3.4. Variaveis Biométricas
5.3.4.1. Altura

A altura foi afetada ao longo dos dias e a intensidade do estresse, onde apresentou
médias de 16,60, 16,18 e 5,56 cm enquanto que nas plantas mantidas irrigadas foram de 16,88,
18,14 e 19 cm, respectivamente 0, 5 e 10 dias, mostrando uma diferenciacéo significativa nos
tratamentos hidricos e restricdo do crescimento das mudas submetidas a deficiéncia hidrica
(Figura 4).

Uma planta, quando submetida a deficiéncia hidrica tem, praticamente, todos 0s
aspectos do crescimento e desenvolvimento afetados, o que pode implicar em modificagcdes em
sua anatomia e morfologia e até interferir em muitas reagdes metabdlicas (Achakzai, 2009). A
falta de agua reduz a pressdo de turgor e, em consequéncia, o fluxo de seiva pelos vasos
condutores, fato que tende a diminuir o elongamento celular e o crescimento e o
desenvolvimento das plantas.

Segundo Bassegio et al., (2012) quando ha maior disponibilidade hidrica as plantas
apresentam maior crescimento em altura, onde pode se associar que quando submetida a

deficiéncia hidrica a redugdo do contudo tais diminuigcdes observadas na espécie estudada
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ocorreu como uma estratégia adaptativa da planta para sobreviver e se defender ao ambiente
imposto a ela (DIAZ-LOPEZ et al., 2012),

Para Butrinowski et al., (2013) a deficiéncia hidrica pode afetar diretamente o
crescimento em altura e o didmetro do caule, reduzindo a expansdo celular e a formacao da
parede celular e, indiretamente, reduzindo a disponibilidade de carboidratos ou influenciando
a producdo de reguladores de crescimento.

Trabalhos semelhantes também foram relatadas por Achten et al., (2010) em J. curcas
cultivadas sob estresse hidrico severo (sem irrigacdo), médio (40% da CC) e em plantas
completamente irrigadas e enquanto que Vieira (2011) com as espécies Eucalyptus urograndis
e Acacia mearnsii ndo encontrou diferenca estatistica entres os periodos de deficiéncia hidrica

para a variavel altura.
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Figura 4. Altura de plantas jovens de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp, submetidas a 0, 5 e 10 dias de
deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade.
As letras mindsculas comparam os tempos de avaliacéo e as letras maitsculas os valores entre os regimes hidricos.

As barras representam os desvios padroes das médias.

5.3.4.2. Diametro a altura do colo

A deficiéncia hidrica também reduziu o DAC (Figura 5) onde variaram de 8,60, 10,88
e 10,84 mm para as plantas controle enquanto que as submetidas a deficiéncia hidrica
apresentaram médias de 8,55, 9,55 e 8,63 mm, respectivamente 0, 5 e 10 dias, mostrando uma
diferenca significativa no 5° dia de estresse.

O crescimento em didmetro depende das atividades cambiais, que por sua vez é

estimulada a partir de carboidratos produzidos pela fotossintese e hormonios translocados das
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regides apicais. O fechamento dos estdmatos possivelmente pode influenciar no tamanho do
didmetro do caule devido a influencia negativa na producdo do acumulo de assimilados,
aumentando a atividade de enzimas oxidantes que resulta da elevacdo da temperatura da planta
que faz com que ocorra o0 gasto de fotoassimilados e posteriormente reducdo do crescimento
do caule. Logo, o crescimento em diametro € um bom indicador da assimilacdo liquida, ja que
depende da fotossintese corrente (VIEIRA et al., 2011).

Fernandes et al., (2012), avaliando os efeitos da irrigacdo e da nutricdo mineral sobre o
Eucalyptus grandis ao longo de 5 anos, obtiveram resultados menores no didmetros com 0s

tratamentos submetidos a deficiéncia hidrica.
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Figura 5. Diametro a altura do colo de plantas jovens de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp, submetidas a
0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel
de probabilidade. As letras mintsculas comparam os tempos de avaliacdo e as letras mailsculas os valores entre

0s regimes hidricos. As barras representam os desvios padroes das médias.

5.3.4.3. Numero de Folhas e Foliolos

O numero de folhas (Figura 6A) variou significativamente entre os tratamentos,
mostrando que guando submetida a deficiéncia hidrica a planta reduz a sua emissao foliar a
fim de evitar perdas de agua para a atmosfera, os valores obtidas nesses tratamentos foram de
6,40, 5,2 e 5,4 enquanto que nas plantas mantidas irrigadas as medias foram de 6,40, 8 ¢ 7,6
respectivamente 0, 5 e 10 dias. Tais resultados mostram uma diferenca significativano 5 e 10°
dia de estresse. Sendo também observado que nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica

apresentaram uma menor média em nimero de foliolos ao longo do 5 e 10° dia de experimento,
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com médias de 101,4 e 107,8 enquanto que nas plantas controle mostraram um aumento de
154,8 e 139,6 nesses dias (Figura 6B).

A condicéo de estresse afetou o desenvolvimento de folhas e foliolos, (Fig. "6A e 6B),
onde este comportamento pode ser interpretado como uma linha de defesa a perda de agua
(PAIVA; OLIVEIRA, 2006). Segundo Nascimento et al., (2011) a limitacdo hidrica ndo afeta
apenas o tamanho da area foliar, mas também a quantidade de folhas que a planta possui devido
reduzir a emissdo e crescimento das ramificacdes, onde tal reducdo segundo Dantas, 2014, esta
associado ao reflexo da reducéo das divisdes da expansdo das células, provocado pela menor
disponibilidade de &gua, adaptando-se morfolGgicas a seca, uma vez que a reducdo destes
diminui também a superficie foliar sujeita a transpiracéo.

Os resultados obtidos por Mar et al., (2013), com plantas jovens de acaizeiros
submetidos a ciclos de déficits hidricos de diferentes intensidades evidenciaram que as
producdes de foliolos e folhas, foram reduzidas significativamente interferindo diretamente na
parte area foliar e Rosa, 2014 avaliando plantas de mogno africano submetidas a duas
condicdes hidricas, resultados semelhantes nas plantas mantidas sob condi¢cfes de suspensao
hidrica em 12 meses com 16,4, enquanto que as plantas mantidas sob irrigacdo aumentaram

sua emissao foliar.
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Figura 6. Nimero de folhas (6A) e foliolos (6B) de plantas jovens de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp,
submetidas a 0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras mintUsculas comparam os tempos de avaliacdo e as letras

mailsculas os valores entre os regimes hidricos. As barras representam os desvios padrdes das médias.

5.3.4.4. Comprimento da raiz
Quanto ao comprimento das raizes, os resultados foram estatisticamente significativos

para a diminuicdo deste parametro para as plantas submetidas a deficiéncia hidrica (Figura 7).
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Os valores revelaram uma reducdo nas médias a partir do 5° dia de estresse, com valores de
34,10, 28,74 e 28,14 cm quando comparados as médias de 34,40, 37,14 e 38,38 cm das plantas
mantidas irrigadas.

Em solos com deficiéncia hidrica as plantas tendem a apresentar maior crescimento
radicular e um menor crescimento da parte aérea, pois quando falta 4gua nas camadas
superficiais do solo a planta investe no crescimento radicular para que ocorra maior contato
das raizes com a agua das camadas mais profundas. Para Scalon et al., 2011, a continuidade do
crescimento radicular, sob condicbes de menor disponibilidade hidrica, depende da
manutencdo de uma pressdo de turgor minima nas células, que seja consideravel para permitir
o alongamento da parede celulésica e o crescimento celular. Quando o potencial da agua €
reduzido nas raizes, observa-se um rapido ajuste osmotico, auxiliando o restabelecimento da
pressdo de turgor e permitindo a manutencdo do alongamento celular (HSIAO; XU, 2000).

Resultado semelhantes foram observado por Scalon et al., (2011) em plantas de
Guazuma ulmifolia Lam que obteve maiores comprimentos na tratamento com disponibilidade

de 4gua, sugerindo que a espécie ndo tolera deficiéncia hidrica.

Comprimento da Raiz
Controle  m Deficiéncia Hidrica
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Figura 7. Comprimento da raiz de plantas jovens de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp, submetidas a 0, 5
e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de
probabilidade. As letras mindsculas comparam os tempos de avaliagdo e as letras maitsculas os valores entre 0s

regimes hidricos. As barras representam os desvios padrdes das médias.
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CONCLUSOES

A suspensdo da irrigacdo por 10 dias foi suficiente para alterar o metabolismo das
plantas de Visgueiro, aumentando as concentracdes de carboidratos solUveis totais e as
concentragfes de sacarose nas folhas e nas raizes, reduzindo suas medidas de crescimento
como forma de defesa ao estresse submetido. Contudo, pode-se observar que a espécie em
estudo mesmo apresentando a reducdo no seu contetdo relativo de &gua manteve ativo seu

metabolismo do carbono.
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6. CAPITULO II

METABOLISMO DO NITROGENIO E SISTEMA ANTIOXIDATIVO EM
PLANTAS JOVENS DE Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp.SUBMETIDA A
DEFICIENCIA HIDRICA

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar objetivo o metabolismo do Nitrogénio e o sistema
antioxidante em plantas jovens de Visgueiro submetidas a deficiéncia hidrica. O experimento
foi conduzido em casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA),
sendo as analises fisioldgicas e Bioquimicas realizadas no Laboratorio de Estudos da
Biodiversidade em Plantas Superiores (EBPS), ambos pertencentes ao Instituto de Ciéncias
Agrarias (ICA), campus Belém, Pard. As mudas utilizadas foram compradas na AIMEX, com
aproximadamente sete meses de idade, medindo 10-15 cm de altura, sendo acondicionadas em
vasos plasticos com capacidade para 7,5L. O substrato usado foi terra preta argilosa. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em parcelas subdivididas 2
x 3 (duas condigdes hidricas: controle e deficiéncia hidrica, e trés tempos de avalia¢do), com 5
repeticdes, totalizando 30 unidades experimentais, sendo que cada unidade experimental foi
composta de uma planta/vaso. Os resultados experimentais foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA). O conteldo relativo de agua nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica
reduziu de 73,5% para 52,99%, equivalentes a 0 e 10 dias de estresse. O tempo de 10 dias de
deficiéncia hidrica foi suficiente para alterar o metabolismo das plantas de Visgueiro,
induzindo o aumento nas concentracbes de amonio livre, glicina e prolina, como nas
concentracdes dos aminoacidos sollveis totais e as enzimas antioxidantes nas partes avaliadas,
reduzindo as concentracdes de proteinas sollveis totais, nitrato e a atividade da redutase do
nitrato nos tecidos foliares e nas raizes. Os indicadores do Metabolismo do Nitrogénio e o
sistema oxidativo analisados foram eficientes para avaliar o estado metabolico das plantas de
Visgueiro submetidas a deficiéncia hidrica.

Palavras — chaves: deficiéncia hidrica. Metabolismo do Nitrogénio. Substancias

osmorreguladoras.
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6- CHAPTER II

METABOLISM OF NITROGEN AND ANTI OXIDATIVE SYSTEM ON PLANT
YOUNG Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp.SUBMITTED TO WATER DEFICIT

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the nitrogen metabolism and antioxidant system in
young plants Visgueiro submitted to water stress. The experiment was conducted in a
greenhouse at the Federal Rural University of Amazonia, and the physiological and
Biochemical analyzes performed on Biodiversity Studies Laboratory in Higher Plants, Belém,
Pard. The young plants used were bought at AIMEX, approximately seven months of age,
measuring 10-15 cm in height, and placed in plastic pots with a capacity of 7,5L. The substrate
used was loamy black soil. The experimental design was completely randomized in subdivided
plots 2x3 (two water conditions: control and water stress, and three evaluation times) totaling
30 experimental units, in which each experimental unit consisted of a plant / pot. The
experimental results were submitted to analysis of variance. The relative water content in plants
subjected to water stress reduced from 73.5% to 52.99%, corresponding to 0 and 10 days of
stress. The time 10 days of water stress was sufficient to alter the metabolism of plants
Visgueiro, inducing an increase in free ammonium concentrations, glycine, proline, total
soluble amino acids and antioxidant enzymes in the assessed parties, reducing the
concentrations of total soluble protein, nitrate and nitrate reductase activity in the leaves and
roots. Nitrogen Metabolism indicators and oxidative system analyzed were efficient to evaluate
the metabolic state of Visgueiro plants subjected to water stress.

Keywords: water stress. Nitrogen metabolism. substances osmorreguladoras.
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6.1.INTRODUCAO

O Visgueiro (Parkia pendula (Willd.) Benth. ex Walp.) de porte arboreo, helidfita, da
familia Fabaceae-mimosoideae € encontrada na Regido Amazonica e com distribuicao
abrangendo desde o Espirito Santo a America Central (Souza Filho et al., 2005) pertence ao
grupo ecologico das secundarias (SIQUEIRA; RIBEIRO, 2001). Sua madeira é de excelente
uso na carpintaria e marcenaria e a arvore possui utilidade no paisagismo e recomposicao de
areas degradadas (OLIVEIRA; FERRAZ, 2003). Muito utilizada na Silvicultura, apresenta
como caracteristica a fixacdo de nitrogénio, ajudando assim, na recuperacdo de solos
degradados (SOUZA FILHO et al., 2005).

A baixa disponibilidade hidrica é atualmente um dos principais fatores ambientais que
limita o desenvolvimento e o sucesso da atividade florestal, causando diminui¢cdo no
crescimento e na produtividade de plantas, e as mudangas climaticas globais provavelmente
contribuirdo para que a falta de agua se torne um fator de restricdo ainda maior da producao
em diversas areas (MORAES et al., 2011).

O deficit hidrico afeta o conteudo de agua das folhas que diminui a medida que a
umidade disponivel do solo reduz, levando a perda de turgescéncia e ao fechamento estomatico
(Nascimento et al., 2011), além da desidratacéo celular resultando em alteracGes estruturais e
bioguimicas, afetando também as membranas dos cloroplastos, levando a inativacao do PSIl e
a biossintese de compostos organicos (ARAUJO; DEMINICIS, 2009; DITMAROVA et al.,
2010).

Conhecer o contetdo relativo de agua tem a funcdo de subsidiar estudos mais
aprofundados sobre o comportamento das plantas em estresse. Por esta razdo, as medidas
devem ser acompanhadas pela avaliacdo de outros parametros adicionais destinados a
proporcionar uma avaliacdo global das condic¢des fisiologicas. (BUSSOTI; NALI, 2011).

Em condicGes de estresse hidrico a assimilagdo do nitrogénio € reduzida, e as enzimas
envolvidas na incorporacdo de amdnia a compostos organicos agem COmMO precursores para
diferentes metabdlitos tendo importancia na sobrevivéncia de plantas durante o estresse (DOS
SANTOS et al., 2011). Durante o processo de aclimatacdo ao estresse, mecanismos complexos
iniciam a ativacéo de vias de transducdo de sinais que desencadeiam a sintese de proteinas e
outros compostos (SHULAEYV et al., 2008). Essas proteinas e compostos induzem respostas
bioguimicas e fisiologicas que envolvem o fechamento estomatico, reducdo no crescimento
celular e na fotossintese e ativacdo da respiracdo (YAMAGUCHI-SHINOZAKI;
SHINOZAKI, 2007).
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Entre os compostos organicos, os aminoacidos, incluindo a prolina e compostos
quaternarios de amonio, dentre eles a glicina betaina, sdo os solutos compativeis mais
comumente acumulados em plantas sob condicgdes de estresse (Roy; Tucker; Tester, 2011). A
maior parte do nitrogénio € absorvida pelas plantas na forma de nitrato, que, ao ser absorvido
pelas raizes, pode ser reduzido, armazenado nos vacuolos ou translocado para a parte aérea,
onde serd reduzido ou armazenado nos vacuolos foliares (TAIZ & ZEIGER, 2013). A
assimilacdo do nitrogénio em plantas é afetada pelo déficit hidrico, havendo reducbes na
atividade da redutase do nitrato, principal enzima responsavel pela assimilacdo de nitrogénio
pelos vegetais.

Outro mecanismo desenvolvido pelos vegetais contra danos oxidativos, € a presenca de
mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, aonde sua funcéo é a eliminacéo das
EROs, sendo esta uma maneira de manter esses compostos em concentragcdes ndo toxicas ao
metabolismo celular (Moller et al., 2007). Muitas enzimas estdo envolvidas no mecanismo de
protecdo a presenca destes radicais livres, entre elas, as catalases, superdxido dismutases,
peroxidases (Munné-Bosch; Queval; Foyer, 2013). Essas enzimas convertem 0s compostos
potencialmente danosos ao metabolismo vegetal em H20 e O (WANG et al., 2013; GILL, et
al., 2013).

Os estudos das relagdes hidricas foliares devem ser realizados com intuito de
quantificar o nivel de estresse na planta, aliados com outros aspectos fisiolégicos para
estabelecer o perfil ecofisiologico da espécie analisada de acordo com a sazonalidade do
ambiente. Com base no exposto, este trabalho teve como objetivo verificar o metabolismo do
Nitrogénio e o sistema antioxidante em plantas jovens de Visgueiro submetidas a deficiéncia
hidrica.

6.2.MATERIAL E METODOS

6.2.1. Local e montagem do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagao situada a 01°28°03”’S; 48°29°18”
W, sendo as analises fisioldgicas realizadas no Laboratério de Estudos da Biodiversidade em
Plantas Superiores (EBPS), ambos pertencentes ao Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da
Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), campus Belém, Para, no periodo de marco
de 2015 a agosto de 2015.
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No presente trabalho, foram utilizadas mudas de visgueiro (Parkia pendula (Willd.)
Benth. ex Walp), compradas na AIMEX, com aproximadamente sete meses de idade, medindo
10-15 cm de altura, sendo acondicionadas em vasos plasticos com capacidade para 7,5L. O
substrato usado foi terra preta argilosa, onde uma amostra foi conduzida para o Laboratorio de
solos da Embrapa para que fosse realizada a analise quimica, e os resultados podem ser

observados na tabela 1.

Tabela 1. Resultado da Analise quimica do substrato utilizado.

Anélise do Solo
Amostra pH P| K| Na | Ca Ca+Mg Al H+AI
Identificacio Agua mg/dm?3 cmole/dm3
Amostra 01 51 27117 | 09 1,3 0,7 4,95

Fonte: Préprio Autor

Para suprir a caréncia nutricional do solo e das plantas, foi aplicada solu¢do nutritiva
(HOAGLAND e ARNON, 1950) modificada conforme a tabela 2, recebendo 5 mL de macro
e micronutrientes a cada 30 dias até o inicio do experimento. Antes do inicio dos tratamentos,
todas as plantas foram colocadas sob sombrite 50%, irrigadas diariamente durante um més para

suprir a necessidade hidrica e aclimatacéo da planta (FERNANDES; SYKES, 1968).
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Tabela 2. Composicao quimica da solucdo nutritiva conforme HOAGLAND e ARNON, (1950) modificada.

Solucdo Nutritiva (HOAGLAND e ARNON, 1950) Modificada
12 Aplicacao 2 2 Aplicacdo 32 Aplicacdo
CaCl, 0,5 ml K>S0, 1 ml
KH,PO,4 0,25 ml
KH;PO 1ml ‘
e KNO; iml CaCl, 1ml
Fe Edta 1ml MgSO, 0,25 ml
Fe Edta 0,25 ml
NH4sNO3 1ml
NHNO i CaCl, Bl 0,25 ml
NHsNO; | 1,5ml Ca (NO3)2 1,25 ml
M 1ml ‘
950 m KNO; 0,25 ml
Micronutrientes 1ml Micronutrientes 0,25 mi
Aferido: pH 6 em 1000 ml Aferido: em 500 ml Aferido: pH 6 em 500 ml

Fonte: Préprio Autor

6.2.2. Delineamento e conducao experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema de
parcelas subdividas 2 x 3 (duas condig¢des hidricas: controle e deficiéncia hidrica, e trés tempos
de avaliacdo), com 5 repeticOes, totalizando 30 unidades experimentais, sendo que cada
unidade experimental foi composta de uma planta/vaso.

As plantas foram submetidas a dois regimes hidricos: irrigado (controle) e deficiéncia
hidrica, no qual a imposicdo do déficit hidrico foi obtida pela suspenséo da irriga¢éo no periodo
maximo de 10 dias, sendo: tempo 0 (zero dias de deficiéncia hidrica), o tempo 1 (5 dias de
deficiéncia hidrica) e o tempo 2 (10 dias de deficiéncia hidrica), com 5 repetices, totalizando
30 unidades experimentais, sendo cada unidade composta de uma planta/vaso.

Durante o periodo das analises, as plantas controle foram regadas diariamente para
repor a agua perdida. Fez-se também o controle de plantas daninhas manualmente. Nao foram
observados sintomas visiveis de deficiéncia nutricional, bem como o ataque de pragas e

patogenos.

6.2.3. Coleta e armazenamento do material

As coletas das plantas ocorreram as 05:00 h na casa de vegetagédo, sendo retirados 0s
discos das folhas primarias completamente expandidas de cada uma das repeticdes para a
determinacdo do contetdo relativo de agua (CRA), sendo também retirado para a determinacdo
da atividade da redutase do nitrato (RN). Posteriormente, as plantas foram separadas em folhas

e raizes, sendo primeiramente congelado e retirados uma parte para obtencdo das enzimas
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antioxidantes e ap6s colocadas em estufa de ar forgada a 70°C para trituragdo em moinho até
a obtencdo do po6 fino para as analises da determinagdo do metabolismo do Nitrogénio, sendo

devidamente armazenado em tubos falcon.

6.2.4. Determinacdo do 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 meétodo utilizado foi o descrito por Slavick
(1979), foram retirados 10 discos foliares frescos (10 mm de didametro) de cada planta, ao acaso,
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 os discos foram colocados em
papel de filtro para retirar 0 excesso de agua 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). Os resultados foram

expressos em porcentagem, conforme formula a seguir:

CRA = MF; — MS x 100 (%)
MF2 — MS
Em que:

MF1: Massa Fresca 1;
MF2: Massa Fresca 2:
MS: Massa Seca.

6.2.5. Determinacdo das concentracdes de nitrato

Foram pesados 50 mg das folhas previamente liofilizadas, e adicionadas em tubos de
ensaio contendo 5,0 mL de agua 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
uL de solugdo de acido salicilico 5 % (p/v), em acido sulfurico concentrado. Apds vigorosa
agitacdo em agitador do tipo vortex, adicionaram-se lentamente 4700 uLL de NaOH 2 N. Em
seguida, os tubos foram deixados em repouso até atingirem a temperatura ambiente por cerca
de 20 minutos. Apds este processo, foram feitas leituras em espectrofotdmetro na absorbancia
de 410 nm. O branco foi feito usando no ensaio agua deionizada em substitui¢do ao extrato. A

concentragéo de nitrato foi obtida a partir de uma curva padrdo com concentragdes crescentes
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de NOs (0, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 umol mL™). O método utilizado foi o de (CATALDO
etal., 1975).

6.2.6. Determinacdo da atividade da redutase do nitrato

Foram retirados e pesados aproximadamente 200 mg de discos de 0,5 cm de didmetro
das folhas. Logo apds 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), KNOs mM) e estes cobertos
com papel aluminio (tratamento escuro). Em seguida, os tubos foram evacuados com o auxilio
de uma bomba de véacuo, durante 2 minutos. Por seguinte, os 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 tampéo 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 mL. Em seguida, os tubos foram deixados em repouso por
15 minutos. A leitura foi no espectrofotdmetro a 540 nm contra o branco (3,0 mL 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 NO2™ no meio de reagdo, a partir de
uma curva-padréo obtida com KNO: p.a (Sigma). O método empregado foi 0 método in vivo
preconizado por HAGEMAN; HUCKLESBY (1971).

6.2.7. Determinacdo de amonio livre

Foram pesados 50 mg de massa seca (MS) das folhas em p0, e colocados em tubos de
ensaio de 15 mL, adicionando-se 5 mL de 4gua destilada e levados ao banho-maria por 30 min
a 100°C. Apos a extragdo as amostras foram centrifugadas em centrifuga de bancada a 1000
rpm e os sobrenadantes coletados para obtencdo do extrato total. Nos tubos de ensaio foram
acrescentados 400 pL de extrato total + 2,5 mL da solucdo A (5 g de fenol + 0,025 g de
nitroprussiato de sédio/ 500 mL de agua destilada) e homogeneizado em vortex, acrescentando
2,5 mL da solugédo 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. Apos esse periodo foram removidos do “banho-maria” e deixados em repouso por 40
min, em seguida, levados para fazer a leitura no espectrofotémetro a 625 nm e usando-se agua
destilada (em substituicdo ao extrato) + reagentes como branco. As concentracdes de amonio

livre foram estimadas a partir da curva-padrdo construida com (NH4)2SO4 p.a (Sigma). Para
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isso utilizou-se 0 método descrito por ( WEATHERBURN, 1967).

6.2.8. Determinacdo de aminoacidos soluveis totais

Foram pesados 50mg das folhas e das raizes, e colocados em tubos de ensaio com 5 mL
de &gua deionizada, fechados hermeticamente e incubados em banho-maria a 100°C, durante
30 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 6.000 x g, por 10 minutos. Apés a
extracdo o sobrenadante foi coletado e desenvolvido a reacdo para dosagem dos aminoacidos.
Aliquotas de 0,1 mL do extrato foram colocadas em tubos de ensaio e acrescidas de 0,4 mL de
agua mille-Q. Em seguida 0,250 mL de uma solucdo tamponada, pH 5,0, contendo 0.2 mol.L
! de citrato; 0,250 mL do reagente de ninhidrina (KCN 0,1 mmol.L™* e ninhidrina 5% em
methoxy etanol) foi adicionado. Ap6s 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 reagéo foi interrompida em banho de gelo, momento em
que foram adicionados 1,5 mL de uma solucdo de etanol 50 % (v/v). Apds os tubos
permanecerem por 20 minutos em temperatura ambiente e em seguida, efetivadas leituras em
espectrofotbmetro, a 570 nm, sendo os teores de aminoacidos livres totais, determinado com
base em uma curva padrdo ajustada a partir de concentracGes crescentes de uma mistura
padronizada de L — glutamina. A concentracdo de aminoéacidos livres totais (AALT) foi
determinada segundo método descrito por PEOPLES et al., (1989).

6.2.9. Determinacdo de Proteinas solUveis totais

Para a preparacao do extrato, em tubos de ensaio de 15 mL, adicionaram-se 100 mg de
po liofilizado de folhas e raizes e depois 5,0 mL do tampao de Tris-HCl a 25 mM, pH 7,6. Em
seguida, deixou-se sob agitacdo durante 2 h em agitador orbital com os tubos devidamente
lacrados. Apos a extracéo, os tubos foram centrifugados em centrifuga de bancada a 2.000 x g,
por 10 min, sendo o sobrenadante coletado para a dosagem das proteinas sollveis.

Os teores de proteinas sollveis foram determinados pelo método descrito por
BRADFORD (1976). Para isso, foi preparado previamente o reagente. Para isso, foram
adicionados 105,26 mg de Comassie Brilliant Blue G (SIGMA 95%) em um béquer (revestido
com papel aluminio) e acrescentados 50 mL de alcool etilico. A mistura foi deixada sob
agitacdo por 15 min. Imediatamente ap0s essa etapa, a solugédo foi transferida para um baldo
volumétrico de 1000 mL igualmente revestido em papel aluminio. Foram adicionados 100 mL

do &cido fosforico a 85% e completado o volume para 1000 mL com &gua destilada. Foram
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realizadas duas filtragdes com papel de filtro. Em seguida, foram adicionados em tubos de
ensaio 100 pL da amostra e 2,5 mL do reagente de Bradford, os tubos foram agitados
delicadamente (para ndo desnaturar as proteinas). A mistura foi deixada em repouso por 15
min, sendo entdo submetida a leitura de absorbancia em 595 nm. Cada extrato foi dosado em

duplicata, sendo os teores de proteinas sollveis expressos em mg proteina g MS de tecido.

6.2.10. Determinacdo de Glicina-betaina

Foi determinada segundo o meétodo de Grieve; Grattan (1983). As amostras foram
maceradas em 2 mL de dgua destilada sob agitacdo constante, a temperatura ambiente, por um
periodo de 4 horas, seguindo de centrifugacdo a 3.500 g por 10 minutos, a 25 °C. O
sobrenadante foi coletado e dele retirado uma aliquota de 250 pL para a quantificagdo de
prolina. Para isso, 250 pL de acido sulftrico concentrado foram adicionados a cada amostra,
seguindo de incubacdo em banho de gelo por 1 hora. Apos esse tempo, 200 puL de iodeto de
potéssio (a aproximadamente 8 °C) foram adicionados e a mistura incubada por 16 horas a 0
°C. As amostras foram centrifugadas a 3.500 g, por 15 minutos a 0°C, e o residuo coletado.
Este foi lavado por duas vezes em 2 mL de &cido sulfarico 1 N (a aproximadamente 8 °C),
apos centrifugacdo a 3.500 g, por 5 minutos a 0 °C, o precipitado foi dissolvido em 3 mL de
1,2-dicloroetano, por meio de agitacdo vigorosa. Apds 2,5 horas de repouso, a leitura das
amostras foi obtida a 365 nm e para os célculos foi utilizada uma curva padrdo de glicina -

betaina.

6.2.11. Determinacéo de Prolina Livre

Os teores de prolina, 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 &cida e 1 mL de &cido
acetico 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 separagéo das fases.
A fragdo contendo grupo cromoforo foi coletada e a absorvancia (ABS) determinada a 520 nm

em espectofotdmetro UV-Visivel (mod. Genesys TM 10 series, Marca Thermo Electron
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Corporation, Wisconsin, USA). A concentracdo de prolina foi determinada por meio de uma
curva de calibracdo de prolina. Foram determinados de acordo com BATES et al., (1973).

6.2.12. Sistema Antioxidante
6.2.12.1. Extracao

O extrato para a determinacdo da atividade das enzimas SOD, APX e CAT foram
obtidos a partir da homogeneizacdo em almofariz, a 4°C, de 0,1 g do p0 liofilizado de folha e
raiz com 5 mL de solucdo-tampéo fosfato de potéssio (a 4 °C) a 0,1 mM, pH 7,0, contendo
EDTA a 0,1 mM, seguida de homogeneizacao por 4 min. As adi¢bes do tampé&o fosfato foram
feitas de forma fragmentada, sendo 50% do volume total desta solugéo (2,5 mL) utilizada na
homogeneizacdo durante 2 min, apds isto, imediatamente adicionaram-se 0s 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 -80 °C

até serem utilizados nos ensaios de atividade enzimatica.

6.2.12.1.1. Dismutase do superdxido

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada pela inibi¢do da fotorreducdo do
cloreto de azul de nitrotetrazélio (NBT), conforme Giannopolitis; Ries (1977). A mistura de
reacdo (1,5 mL) foi composta por tampdo fosfato de potassio a 50 mM (pH 7,8), EDTA a 1
UM, L-metionina a 13 mM ¢ NBT a 75 uM e 50 pl do extrato, convenientemente diluido com
0 tampédo de extragcdo. A reagdo foi iniciada pela adigdo de riboflavina a 2 uM, seguida da
iluminacdo do meio de reacdo com duas lampadas fluorescentes de 20 W em caixa fechada.
Apos 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 fotorredu¢do do NBT por 15 min em comparagdo com o

meio de reacdo sem o extrato proteico. Cada extrato foi dosado em duplicata.

6.2.12.1.2. Peroxidase do ascobarto

A atividade da APX (EC 1.11.1.11) foi determinada pelo método de Nakano e Asada
(1981). A mistura de reacdo (1,5 mL) foi constituida de 50 pL de tampéo fosfato de potassio
(pH 6,0), EDTA a 0,1 uM, ascorbato a 0,5 mM, H20, a 1 mM e 300 uL do extrato,
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convenientemente diluido com tampdo de extracdo. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 300
uL do extrato enzimatico, e a atividade da APX foi determinada pela oxidacdo do H.0O>
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 enzimatica levando-se em consideragdo que dois moles de ascorbato sdo necessarios
para reducdo de 1,0 mol de H2O. (Mckersie; Leshem, 1994). Cada extrato foi dosado em

duplicata.

6.2.12.1.3. Catalase

A atividade da CAT (EC 1.11.1.6) foi determinada pelo método de Beers Jr.; Sizer
(1952), com modificacdes. A mistura de reacdo (1,5 mL) foi constituida de solucdo tampéo
fosfato de potéssio a 100 mM (pH 7,0), EDTA a 0,1 uM, H202 a 20 mM e 150 puL do extrato.
A reacdo foi iniciada pela adicdo de 150 uL do extrato enziméatico ao meio de reacdo; e a
atividade enzimaética foi determinada pelo consumo de H20O3, 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 H20, (36 M cm™) foi usado para determinar a atividade da
CAT.

6.2.13. Andlises dos dados estatisticos

Os resultados experimentais foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e
quando verificado diferencas significativas as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia. Sendo observados 0s desvio padrdo em relacdo as médias do

tratamento, sendo as analises estatisticas realizadas usando-se o programa Assistat 7,7.

6.3.RESULTADOS E DISCUSSAO
6.3.1. Conteudo Relativo de agua

O conteudo relativo de agua nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica reduziu
significativamente ao longo do tempo, quando comparados as plantas submetidas ao
fornecimento de agua (Figura 1). As plantas irrigadas mantiveram medias de 76% ao longo do
experimento. Os valores apresentados pelas plantas submetidas a deficiéncia hidrica foram de
73,5%, 62,47% e 52,99% equivalentes a 0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica.

A reducdo do contetdo relativo de dgua nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica foi

em virtude da menor disponibilidade de agua no solo, afetando a formagéo de um gradiente de
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concentracdo e impedindo a absorcdo de dgua pela planta (Figura 1). Para Gomes et al., 2014
e Reichert et al., (2003), o teor de agua disponivel no solo, tende e sofre influéncia da aeracéo,
temperatura, densidade do solo e distribuicdo do tamanho de poros. Onde essas variaveis
interfere no crescimento e funcionalidade das raizes de forma a regular o fluxo de entrada de
solugéo para a planta, que reflete na produtividade da cultura.

Resultados semelhantes foram obtidos por Maltorolo et al., (2015), ao avaliarem a
deficiéncia hidrica em mudas de noni, estes autores observaram diminuicdo significativa,
atingindo o valor médio de 59% e Pacheco et al., (2011), ao avaliarem a deficiéncia hidrica em
Calendula officinalis L. onde observaram uma diminuigdo significativa, atingindo o valor
meédio de 48,5%.

Contetido Relativo de Agua
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Figura 1. Conteudo Relativo de Agua em folhas de plantas Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp, submetidas
a0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel
de probabilidade. As letras mintsculas comparam os tempos de avaliagdo e as letras maiusculas os valores entre

os regimes hidricos. As barras representam os desvios padrdes das médias.

6.3.2. Concentracg6es de nitrato

A concentragdo de nitrato diminuiu nas folhas e nas raizes das plantas submetidas a
deficiéncia hidrica (Figura 2), ocorrendo diferenca significativa no 10° dia para as raizes
enquanto que nas folhas ocorreu a partir do 5° dia de estresse. Os valores nas folhas das plantas
submetidas a deficiéncia hidrica foram de 0,4026; 0,2667 e 0,2015 mmoles de NOs~.kg™ MS
enquanto que nas plantas mantidas sob controle foram de 0,4153; 0,3313 e 0,3273 mmoles de
NOs".kg? MS para os tempos 0, 5 e 10 dias, respectivamente. Para as raizes das plantas sob

estresse os valores foram de 0,0778; 0,066 e 0,0525 mmoles de NOs".kg™ MS enquanto que
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nas plantas mantidas irrigadas foram de 0,094; 0,0873 e 0,0898 mmoles de NOs.kg™ MS para
0s tempos 0, 5 e 10 dias, respectivamente (Figura 2).

Essa diminuicdo que ocorreu nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica, se deve a
reducdo de agua no solo que restringiu a absorcdo de NOs™ pelas raizes, observado com a
diminuicdo do contetdo relativo de &gua (Figura 1). Segundo Matimati et al., 2014, o
Nitrogénio pode regular a transpiragéo e fluxo de massa dos nutrientes, onde o NOs” modulando
a condutancia hidraulica das raizes, através do controle das aquaporinas, regulacédo dos efeitos
do pH e fitormdnios. Parte do NOs™ absorvido é assimilado nas raizes, e o restante segue o
fluxo transpiratério, sendo transportado internamente nas plantas via xilema até a parte aérea.

Devido a esta reducédo nas concentragdes de Nitrato em virtude da diminuicéo do fluxo
de &gua pela corrente transpiratoria, possivelmente diminui a transpiracdo e o fluxo de nitrato
para as folhas uma vez que essa enzima é altamente dependente de seu substrato (Alves, 2010).

Resultados semelhantes foram encontrados por Pereira et al., (2013), quando submeteu
duas cultivares de pimenta a deficiéncia hidrica, obtendo reduces em suas concentragdes de
Nitrato.

Concentracoes de Nifrato
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Figura 2. ConcentracGes de Nitrato em folhas e raizes de plantas jovens de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex
Walp, submetidas a 0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras mindsculas comparam os tempos de avaliagéo e as letras

maiUsculas os valores entre os regimes hidricos. As barras representam os desvios padrdes das médias.
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6.3.3. Atividade da Redutase do Nitrato

As raizes ndo apresentaram diferenca significativa enquanto que nas folhas ocorreu a
partir do 5° dia de estresse (Figura 3). Os valores nas folhas das plantas submetidas a
deficiéncia hidrica foram de 0,1708; 0,1654 e 0,1418 umoles NO2".gt. MF.h! enquanto que
nas plantas mantidas sob controle foram de 0, 1726; 0,2568 e 0,2888 umoles NO2".g*. MFL.h-
! para os tempos 0, 5 e 10 dias, respectivamente. Para as raizes das plantas sob estresse os
valores foram de 0,1156, 0,0872 e 0,0884 umoles NO2".g*. MF1.h'%, enquanto que nas plantas
mantidas irrigadas foram de 0,1178; 0,0988 e 0,1166 pmoles NO2.gt. MF.h, para os tempos
0, 5 e 10 dias, respectivamente (Figura 3).

O decréscimo no fluxo de NO3z™ (Figura 2) influenciou diretamente na atividade da
enzima Redutase do Nitrato (Figura 3) na qual essa € responsavel pela sua incorporacao para
dentro da corrente transpiratéria, onde a redutase do nitrato catalisa inicialmente o primeiro
passo enzimatico assimilado do nitrogénio pelas plantas superiores reduzindo o nitrato (RHEIN
et al., 2011) a nitrito em raizes e/ou folhas (MATOS et al., 2012).

Este decréscimo de NOs™ ocorreu possivelmente devido ndo ser diretamente assimilado
pela planta até ser reduzido a aménio, que serve para intermediar o0 metabolismo do nitrogénio
(Figura 4). Essa reducdo é catalisada por enzimas em duas etapas: uma ocorre no citosol através
da enzima redutase do nitrato que transforma NOsem nitrito (NO2") e a outra ocorre nos
cloroplastos e plastidios, através da redutase do nitrito que converte NO2" a NH4"™ (LI et al.,
2013).

Resultados semelhantes foram constatados por MELO et al., (2014) ao trabalhar com
mudas de Coffea arabica cultivar Siriema obtiveram declinios na atividade da enzima redutase

do nitrato em doze dias.
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Atividade da Redutase do Nitrato
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Figura 3. Atividade da Redutase do Nitrato em folhas e raizes de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp,
submetidas a 0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras mindsculas comparam os tempos de avaliagéo e as letras

maiusculas os valores entre os regimes hidricos. As barras representam os desvios padrdes das médias.

6.3.4. Concentrac6es de amonio livre

Foi observado um aumento significativo na concentracdo de amonio tanto nas folhas
quanto nas raizes de visgueiro entre os regimes hidricos e conforme os dias de deficiéncia
hidrica foi aumentando (Figura 4). Os valores para as folhas submetidas a deficiéncia hidrica
foram de 5,1578; 5,5498 e 8,2193 mmol de NH4".kg de MS para os tempos 0, 5 e 10 dias de
estresse, respectivamente, e para as plantas sob controle os valores foram de 3,8171; 4,1265 e
5,0693 mmol de NHs".kg de MS. Para as raizes a concentracdo de amoénio nas plantas
submetidas a deficiéncia hidrica foram de 5,6925; 7,9005 e 8,5215 mmol de NH4".kg de MS
para os tempos 0, 5 e 10 dias de estresse, respectivamente, e para as plantas sob controle os
valores foram de 5,9005; 6,5378 e 6,935 mmol de NH4".kg de MS.

Esse aumento nas concentracdes de amonio livre nas plantas submetidas a deficiéncia
hidrica pode estar ligado as outras rotas para formacdo do amonio livre, como a rota do
glutamato desidrogenase (GDH), que atua na dependéncia de NADH, desaminando o
glutamato gerando amonio (NH4") e o 2-Oxiglutarato, promovendo assim um acumulo de
amonio devido ao aumento da sua producdo e a reducdo da atividade da enzima glutamina
sintetase (CRUZ et al., 2008; LEA; MIFLIN, 2011). Outra possivel resposta nas altas
concentracdes de amonio se deve ao baixo nivel energético para sua assimilacéo haja vista que

aassimilacdo do aménio em aminoacidos é mais econdmica em termos energeéticos (Li; Wang;



60

Stewar, 2013) e seu acumulo pode derivar de absorcéo direta, reducdo de nitrato, desaminacéo
de compostos nitrogenados, ciclo fotorrespiratorio ou da fixacdo bioldgica (KANT et al.,
2007).

Resultados semelhantes foram encontrados por Carvalho, (2012) ao submeter plantas
de ipé-amarelo em condicdes de deficiéncia hidrica por 9 dias, observou que as concentragdes

de amonio aumentaram nas partes estudadas.

Concentrac¢des de amonio livre
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Figura 4. Concentracfes de amoénio livre em folhas e raizes de plantas de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex
Walp, submetidas a 0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras mintsculas comparam os tempos de avaliagdo e as letras

mailsculas os valores entre os regimes hidricos. As barras representam os desvios padrdes das médias.

6.3.5. Concentrac6es de aminoacidos solUveis totais

Houve um aumento significativo na concentracdo de aminoacidos sollveis totais tanto
nas folhas quanto nas raizes de visgueiro entre os regimes hidricos e conforme os dias de
deficiéncia hidrica foi aumentando (Figura 5). Os valores para as folhas submetidas a
deficiéncia hidrica foram de 44,0202; 50,8175 e 54,6403 mmol de pmol de AA/ g MS para 0s
tempos 0, 5 e 10 dias de estresse, respectivamente, e para as plantas sob controle os valores
foram 44,7631; 42,4357 e 42,8565 mmol de pmol de AA/ g MS. Para as raizes a concentracdo
de aminodacidos nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica foram de 44,7968; 57,4434 e
66,2277 pumol de AA/ g MS para os tempos 0, 5 e 10 dias de estresse, respectivamente, e para
as plantas sob controle os resultados foram 44,5436; 43,1112 e 44,3837umol de AA/ g MS.
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Este acumulo de aminoacidos pode ser decorrente da restricdo da sintese de proteinas
(Figura 6) em funcdo das enzimas proteoliticas e das alteragdes pela deficiéncia hidrica nos
tecidos do floema, que possivelmente reduz a translocacdo de aminoacidos para outros 6rgaos
(OLIVEIRA, 2005). Segundo Carneiro, 2014, este aumento pode ser considerado como um
mecanismo de tolerancia das plantas ao estresse imposto, levando a planta a regular o seu
metabolismo do nitrogénio por meio da diminuicdo do seu potencial osmético. Contudo, a
planta pode recuperar o0 seu crescimento quando o ambiente estiver favoravel devido as suas
reservas de aminoacidos e reservas de nitrogénio.

Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira et al., (2013) ao submeter
plantas de graviola em condigdes de deficiéncia hidrica por 40 dias, observou incrementos nas

concentracdes de aminoacidos nas partes estudadas submetidas a deficiéncia hidrica.

Concentracdes de aminoacidos solUveis totais
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Figura 5. ConcentracOes de amino4cidos sollveis totais em folhas e raizes de plantas de Parkia pendula (Willd.)
Benth. Ex Walp, submetidas a 0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras mindsculas comparam os tempos de avaliacao e as

letras mailsculas os valores entre os regimes hidricos. As barras representam os desvios padres das médias.

6.3.6. Concentracdes de Proteinas solUveis totais

Ocorreu uma diminuicao significativa na concentracdo de proteinas solUveis totais nas
folhas como nas raizes de visgueiro entre os regimes hidricos e os dias de estresse (Figura 6).
Os valores para as folhas submetidas a deficiéncia hidrica foram de 12,5059; 9,8837 e 7,2643
mg proteina/g MS para os tempos 0, 5 e 10 dias de estresse, respectivamente, e para as plantas
sob controle os resultados foram de 12,5059; 14,7341 e 15,3014 mg proteina/g MS. Para as
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raizes a concentragdo de proteinas nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica foram de
5,8336; 4,5216 e 4,3116 mg proteina/g MS para os tempos 0, 5 e 10 dias de estresse,
respectivamente, e para as plantas sob controle os resultados foram de 5,8547; 7,7586 e 9,5155
mg proteina/g MS.

O processo de biossintese de proteina € um dos primeiros eventos metabolicos
paralisados ap0s a percepgdo do estresse hidrico, onde a planta em virtude do seu metabolismo
ser prejudicado e para suprir essa falta apés o fechamento dos seus estdbmatos inicia a
proteolise, promovendo um aumento no conteudo de aminoacidos livres, com consequente
diminuicdo da concentracdo de proteinas, como foi observado na figura 5 e figura 6 (Turkan,
2011), aumentando seus niveis de agUcares.

Resultados semelhantes foram encontrados por Freitas, (2014) ao submeter plantas de
Acapu em condictes de deficiéncia hidrica por 30 dias, observou que as concentracfes de

amOnio aumentaram nas partes estudadas a partir do 20° dia.
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Figura 6. ConcentracGes de Proteinas Sollveis Totais em folhas e raizes de plantas de Parkia pendula (Willd.)
Benth. Ex Walp, submetidas a 0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras mindsculas comparam os tempos de avaliagao e as

letras maiUsculas os valores entre os regimes hidricos. As barras representam os desvios padrdes das médias.

6.3.7. Concentracdo de glicina-betaina

A concentracdo de glicina-betaina aumentou significativamente com o tempo de
deficiéncia hidrica nas folhas (Figura 7), diferindo estatisticamente entre os regimes hidricos,
os valores foram de 2,6365; 3,2022 e 4,3083 mmol.g™* MS para os tempos com 0, 5 e 10 dias
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de estresse, respectivamente. Para as folhas sob controle as concentragfes foram de 2,6324;
2,6672 e 2,6849 mmol.g™t MS. Foi observado nas raizes que a concentragéo de glicina-betaina
foi afetada significativamente entre os regimes hidricos e entre os tempos de restricdo hidrica,
apresentando os resultados de 1,5733; 3,1848 e 4,3314 mmol.g™* MS para os tempos com 0, 5
e 10 dias de estresse, respectivamente. Nas raizes submetidas ao controle as concentragoes
apresentaram valores de 1,5826; 1,712 e 1,6664 mmol.g™* MS (Figura 7).

As plantas quando submetidas as condi¢des de estresse hidrico necessitam diminuir seu
potencial osmotico intracelular para tolerar a restricdo hidrica, com isso esse acumulo da
glicina funciona como fornecedor do nitrogénio, mantendo a integridade da membrana em
condicOes adversas, estabilizando as estruturas e as atividades de enzimas do complexo de
proteina evitando uma degradacdo oxidativa provocada pelo aumento das concentracdes de
solutos pela baixa disponibilidade de agua por estar localizada no citoplasma das células
(CHEN; MURATA, 2011; SZABADOS et al., (2011).

Com isso, este incremento nos valores da Glicina-betaina se deve provavelmente da
formacdo de aminoacidos solUveis totais (Figura 5) através das degradacdo das proteinas
sollveis totais (Figura 6) e das altas concentracfes de amonio livre (Figura 4), vindo
provavelmente da fotorrespiracdo e processos de desaminagdes que sdo essenciais para a
formacédo das betainas, e por ndo possuir, somente a funcdo osmoprotetora nas células, esta
molécula pode ser sintetizada a partir da colina ou os precursores para ser utilizada, em via
metabolica para formar compostos ligados a sintese do horménio etileno e da molécula
piruvato, além de ser fonte de carbono, nitrogénio e energia (MUNOZ-CLARES et al., 2004).

Resultados diferentes foram encontrados por Albuquerque et al., (2013) ao submeter
plantas de khaya ivorensis em condicdes de deficiéncia hidrica, observou que as concentracdes
de glicina-betaina reduziu nas partes avaliadas, enquanto Costa (2009) trabalhando com plantas
de andiroba, observou um acréscimo na concentracdo de glicina-betaina em plantas sob

deficiéncia hidrica.
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Concentragdes de Glicina-betaina
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Figura 7. Concentragdes de Glicina-betaina em folhas e raizes de plantas de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex
Walp, submetidas a 0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras minusculas comparam os tempos de avaliagéo e as letras

mailsculas os valores entre os regimes hidricos. As barras representam os desvios padrdes das médias.

6.3.8. Concentracao de Prolina Livre

Houve aumento significativo na concentracdo de prolina nas folhas de visgueiro em
relacdo aos regimes hidricos nas plantas estressadas, e também conforme foi aumentando o
tempo de restricdo hidrica (Figura 8). As concentracfes de prolina nas folhas das plantas
submetidas a deficiéncia hidrica foram de 2,4482; 2,5626 e 4,5486 mmol.g™X.MS nos tempos
com 0, 5 e 10 dias de estresse, respectivamente. As plantas mantidas sob controle hidrico
apresentaram os resultados de 2,4482; 1,691 e 2,0093 mmol.g™.MS. Para as raizes, houve um
incremento significativo na concentracdo de prolina nas plantas submetidas a deficiéncia
hidrica e nos tempos de estresse (Figura 8), apresentando valores de 1,2189; 3,0826 e 3,6795
mmol.g™.MS e nas plantas controle foram de 1,2189; 1,2938 e 1,5059 mmol.gt.MS nos tempos
com 0, 5 e 10 dias de estresse, respectivamente.

Esse acimulo nas concentracdes de prolina fornece um importante parametro para a
selecdo de plantas resistentes, sendo comum a constatacao de que teores aumentados de prolina
atenuam os efeitos da deficiéncia hidrica (Cvikrova et al., 2013; Filippou et al., 2014). Segundo
estes autores, o acumulo ocorre pela sintese “de novo™ ou pela inibigao do processo de oxidacao
da prolina, que em consequéncia da reducdo na sintese protéica e do aumento na protedlise,
ocorre a protecdo das membranas contra os efeitos deletérios causados pelas espécies reativas

de oxigénio (EROs), prevenindo a desnaturacdo de proteinas, preservando a estrutura de
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enzimas. Embora haja abundante literatura sobre o acimulo de prolina, em plantas sob varios
tipos de estresse, ndo se sabe ao certo se esse acumulo sempre ocorre (ASHRAF et al., 2011;
SZABADOS et al., 2011).

Diversos autores observaram estreita relacéo entre o acimulo de prolina e de poliaminas
em plantas sob estresse, pelo fato de compartilharem o mesmo precursor, a ornitina, nas rotas
de biossintese (Lutts et al., 2013; Kotakis et al., 2014). Esse interesse pelas poliamidas se deve
ao fato de apresentarem vias metabdlicas interconectadas com diferentes rotas envolvidas na
formacdo de moléculas e metabolitos relevantes para sinalizar as respostas das plantas ao
estresse (Gupta et al., 2013; Filippou et al., 2014) e seu uso em especial da putrescina, pode
atenuar os efeitos de varios tipos de estresse nas plantas e aumentar a tolerancia das culturas
(AMRI; MOHAMMADI, 2012; GUPTA et al., 2013; KOTAKIS et al., 2014).

Com isso percebe-se que o acumulo da prolina comprova que este aminoacido tem a
funcdo de ajustador osmético e/ou indicador de estresse na espécie em estudo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Monteiro et al., 2014 ao submeter
plantas de Cajanus cajan (L.) Millsp em condicdes de deficiéncia hidrica, observaram que 0s

teores aumentaram com a reducdo da disponibilidade hidrica nas partes avaliadas.
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Figura 8. Concentracdes de Prolina Livre em folhas e raizes de plantas de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex
Walp, submetidas a 0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras minUsculas comparam os tempos de avaliagdo e as letras

maiusculas os valores entre os regimes hidricos. As barras representam os desvios padrdes das médias.
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6.3.9. Sistema Antioxidante

6.3.9.1. Superoxido Dismutase

Houve um aumento significativo na concentracdo da enzima Superdxido Dismutase —
SOD tanto nas folhas quanto nas raizes de visgueiro entre os regimes hidricos e conforme os
dias de deficiéncia hidrica foi aumentando (Figura 9). Os valores para as folhas submetidas a
deficiéncia hidrica foram de 38,2524; 44,6295 e 48,0991 mg™.proteina para os tempos 0, 5 e
10 dias de estresse, respectivamente, sendo observado que no 10° de estresse obteve o maior
atividade da enzima e para as plantas sob controle os resultados foram de 38,2223; 38,4722 e
38,7244 mg*.proteina. Na raiz, a concentracdo de SOD nas plantas submetidas a deficiéncia
hidrica foram de 43,4047; 43,203 e 50,8990 mg.proteina para os tempos 0, 5 e 10 dias de
estresse, respectivamente, e para as plantas sob controle os resultados nas raizes foram de
43,4047; 42,5035 e 42,8468 mg™.proteina.

Segundo Pompeu et al., (2008), o aumento das concentracfes de SOD é uma das
primeiras respostas do mecanismo de defesa do vegetal contra o estresse oxidativo, devido ser
a primeira enzima envolvida no sistema de defesa das plantas quando a célula detecta um sinal
de estresse, sendo ela responsavel pela formacdo direta de diferentes espécies reativas de
oxigénio (SANKAR et al., 2007). O estresse induziu uma maior atividade da SOD, a qual
determina a concentracdo de Oz e H202, sendo essencial nos mecanismos de defesa para
prevenir a formacdo de radicais OH", sendo portanto conhecida por conferir tolerancia ao
estresse oxidativo (JALEEL et al., 2007). Os ions superoxidos formados durante a fotélise da
agua na cadeia de transporte de elétrons sdo convertidos a H>O2pela atividade da SOD, sendo
utilizado a agua e oxigénio pelas atividades da CAT e APX (SOOD et al., 2011; Carneiro,
2014).
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Figura 9. Atividade da SOD em folhas e raizes de plantas de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp, submetidas
a0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel
de probabilidade. As letras mintsculas comparam os tempos de avalia¢o e as letras mailsculas os valores entre

0s regimes hidricos. As barras representam os desvios padroes das médias.

6.3.9.2. Ascorbato Peroxidase

Na atividade da Ascorbato Peroxidase —APX, houve um aumento significativo em suas
concentracdes tanto nas folhas quanto nas raizes de visgueiro entre os regimes hidricos e
conforme os dias de deficiéncia hidrica foi aumentando (Figura 10). Os valores para as folhas
submetidas a deficiéncia hidrica foram de 0,0305; 0,0344 e 0,0387 pmol H20, min~! mg para
os tempos 0, 5 e 10 dias de estresse, respectivamente, para as plantas sob controle os resultados
foram de 0,0305; 0,0307 e 0,0301 pmol H,O2 min~t mg. Na raiz, a concentracdo da enzima
APX em plantas submetidas a deficiéncia hidrica foram de 0,0298; 0,0338 e 0,0355 umol H20>
min mg™ para os tempos 0, 5 e 10 dias de estresse, respectivamente, e para as plantas sob
controle os resultados nas raizes foram de 0,0298; 0,0303 e 0,0310 pmol H,O2 min™ mg=.

Este aumento da atividade da APX quando as plantas foram submetidas a condig¢des de
deficiéncia hidrica sugere que a APX desempenhou o importante papel no controle de EROs
induzidas durante a deficiéncia hidrica. A APX e outras peroxidases, tem alta afinidade,
eliminando o H202 quando em baixas concentracdes, e sdo as principais responsaveis pela
eliminacdo de H202 nos cloroplastos, enquanto a CAT atua principalmente nos peroxissomos
(JALEEL et al., 2009). A APX por estar presente nos cloroplastos, mitocéndrias ou no ctitosol
apresenta alta afinidade pelo substrato, sendo considerada a principal enzima do ciclo

ascorbato-glutationa. O ascorbato é utilizado como cofator enzimatico, resultando na formacao
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de dehidroascorbato o qual é reciclado a ascorbato, sendo a glutationa reduzida a doadora de
elétrons, de forma que a glutationa oxidade seja convertida pela glutationa redutase dependente
de NADPH (CARVALHO, 2012).

Em carapa guanensis foi observado um aumento na atividade da APX nos foliolos

quando estas encontravam sob déficit hidrico por um periodo de 20 dias (SILVA et al., 2011).
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Figura 10. Atividade da APX em folhas e raizes de plantas de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp, submetidas
a0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel
de probabilidade. As letras mintsculas comparam os tempos de avaliacdo e as letras mailsculas os valores entre

0s regimes hidricos. As barras representam os desvios padrfes das médias.

6.3.9.3. Catalase

Com relacdo a enzima Catalase — CAT foi observado um comportamento semelhante
as das demais enzimas havendo aumento na sua concentracdo a medida que a deficiéncia
hidrica também aumentava. (Figura 11). Os valores para as folhas submetidas a deficiéncia
hidrica foram de 0,0306; 0,0356 e 0,0401 pmol de H202 min™g™ para os tempos 0, 5 e 10 dias
de estresse, respectivamente, para as plantas sob controle os resultados foram 0,0306; 0,031 e
0,0311 pmol de H,02 minlg?. Na raiz, a concentragio da enzima Catalase nas plantas
submetidas a deficiéncia hidrica foram de 0,0278; 0,0323 e 0,0346 pumol de H.02 ming? para
os tempos 0, 5 e 10 dias de estresse, respectivamente, e para as plantas sob controle os
resultados foram de 0,0278; 0,029 e 0,0301 umol de H20, min“g™.
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A catalase € encontrada nos peroxissomos e catalisa a oxidacdo do H>0O2 a H20 e O»
(Mittler et al., 2002) durante a fotorrespira¢do quando a enzima RUBISCO exerce sua funcgéo
oxigenase, bem como na 3 — oxidacdo de acidos graxos nos glioxissomos em tecidos que
armazenam lipidios. Feierabend (2005) explica que a catalase € a ferramenta eficaz no combate
aos altos niveis de peroxido de hidrogénio (H202), porém, perde eficacia quando ha pequena
quantidade do perdxido. Contudo, a CAT tem uma baixa afinidade de H20O-, sendo ativada
somente quando este esta em grandes periodos de estresse hidrico.

A atividade de uma ou mais enzimas antioxidantes geralmente aumenta em plantas
expostas a condi¢Oes de estresse e esta atividade correlaciona-se com aumento da tolerancia ao
estresse (PILON et al., 2006). Segundo Simova-Stoilova et al., (2009), a deficiéncia hidrica
produz o estresse oxidativo como consequéncia do aumento das EROs e também que muitas
plantas sdo capazes de lidar com este aumento, ativa as enzimas antioxidantes que
desempenham papel crucial na protecéo celular contra os danos causados por esses Compostos
potencialmente toxicos as células (Rishi; Sneha, 2013). Ressalta-se que a deficiéncia hidrica
provoca a homeostase celular, potencializando a produgdo e acimulo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (GILL etal., 2013).

Dessa forma pode-se afirmar que o Visgueiro € uma espécie que quando submetida a
suspensdo hidrica ajusta seu metabolismo, como mecanismo de defesa, aumentando a
concentracdo de enzimas cuja a funcgéo é a eliminagdo das EROs, sendo uma maneira de manter
esses compostos em concentracdes ndo toxicas ao metabolismo celular (MOLLER et al., 2007).

Rivas et al., (2013), ao estudarem mudas de Moringa oleifera, também encontraram um
aumento da atividade da CAT em folhas para plantas sob déficit quando comparadas com

mudas regadas diariamente.
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Figura 11. Atividade da Catalase — CAT em folhas e raizes de plantas de Parkia pendula (Willd.) Benth. Ex Walp,

submetidas a 0, 5 e 10 dias de deficiéncia hidrica. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente ao nivel de probabilidade. As letras minidsculas comparam os tempos de avaliagdo e as letras

maiUsculas os valores entre os regimes hidricos. As barras representam os desvios padr6es das médias.
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CONCLUSAO

O tempo de 10 dias de deficiéncia hidrica foi suficiente para alterar o metabolismo das
plantas de Visgueiro, induzindo o aumento nas concentracdes de amonio livre, glicina e
prolina, como nas concentragdes dos aminoacidos sollveis totais e as enzimas antioxidantes
nas partes avaliadas, reduzindo as concentracdes de proteinas solUveis totais, nitrato e a
atividade da redutase do nitrato nos tecidos foliares e nas raizes.

Os indicadores do Metabolismo do Nitrogénio e o sistema oxidativo analisados foram
eficientes para avaliar o estado metabdlico das plantas de Visgueiro submetidas a deficiéncia
hidrica.
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