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RESUMO GERAL

A andiroba (Carapa guianensis Aubl.) é uma espécie arborea que apresenta variagdes em seus
processos fisioldgicos a partir de condi¢es edafoclimaticas induzidas, como falta ou excesso
de 4gua. Assim, o objetivo desse trabalho foi determinar alguns mecanismos ecofisiologicos e
bioquimicos de tolerancia ao estresse hidrico por deficiéncia hidrica e alagamento,
principalmente no que concerne a assimilacdo de carbono e nitrogénio, concentragdes de
compostos organicos, e enzimas, envolvidas nesses processos e a capacidade de recuperagdo
com a suspensao dos estresses hidricos. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da
Universidade Federal Rural da Amazdnia, campus de Capitdo Poco, PA. Plantas jovens de
andiroba provenientes de sementes foram fornecidas pela AIMEX com quatro meses de idade
e foram acondicionadas em vasos plasticos com capacidade para 20L. O substrato utilizado foi
latossolo amarelo distréfico e esterco bovino curtido na proporcao de 3:1, respectivamente. O
delineamento experimental usado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x5 (trés
condices hidricas: controle, déficit hidrico e alagamento; e 5 periodos de avaliagéo: 0, 10, 20,
30 e suspensdo do estresse hidrico apds 72h) com 5 repeti¢Oes, totalizando 75 unidades
experimentais, no qual cada unidade experimental foi composta de uma planta/vaso. Foram
observadas diminuicGes significativas no potencial hidrico, na condutdncia estomatica,
transpiracdo e teores de amido, concentragdo de nitrato e a atividade da enzima redutase do
nitrato aRN. O estresse hidrico induziu um acréscimo expressivo nas concentracdes de ABA,
carboidratos solUveis totais, sacarose, teores de amonio, teores de aminoacidos, prolinae glicina
betaina esses resultados foram mais expressivos nas plantas sob deficiéncia hidrica, com valores
expressivos no 30° dia do experimento, as plantas sob alagamento apresentaram resultados
semelhantes as submetidas a deficiéncia hidrica. A suspensdo da irrigacdo, bem como, o
alagamento durante 30 dias, foi suficiente para alterar e provocar um decréscimo nas rotas
metabolicas bem como no metabolismo do nitrogénio das plantas jovens de andiroba. O tempo
de suspensdo do estresse hidrico ndo foi o suficiente para a espécie retomar os valores iniciais
de algumas variaveis analisadas, contudo, as variaveis teores de sacarose, teores de amonio
livre e aminoacidos sollveis totais, o periodo de suspensao do estresse foi o suficiente para que
houvesse a retomada dos seus valores iniciais A andiroba é satisfatoriamente tolerante ao
estresse hidrico nesse tratamento, porém ndo apresenta uma rapida recuperacdo apds a
suspensdo do estresse hidrico, apresentando maior sensibilidade a deficiéncia hidrica.

Palavras chaves: Estresse hidrico, espécie florestal, respostas bioquimicas, aspectos
ecofisiologicos.



ABSTRACT

Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) Is an arboreal species with variations in their
physiological processes from induced climate conditions, such as lack or excess water. The
objective of this study was to determine some ecophysiological and biochemical mechanisms
of tolerance to water stress by water stress and flooding, especially with regard to the
assimilation of carbon and nitrogen concentrations of organic compounds and enzymes
involved in this process and the ability to recovery with the suspension of water stress. The
experiment was conducted in a greenhouse at the Federal Rural University of Amazonia,
Capitdo Poco, PA. The Andiroba young plants from seeds were provided by AIMEX four
months old and were placed in plastic pots with a capacity of 20L. The substrate used was oxisol
yellow dystrophic, cattle manure in the ratio of 3: 1, respectively. The experimental design was
completely randomized in a factorial 3x5 (three water conditions: control, water and flooding
deficit and 5 periods reviewed. 0, 10, 20, 30 and suspension of water stress after 72h) totaling
75 experimental units, in which each experimental unit consisted of a plant / pot. Significant
decreases were observed in water potential, stomatal conductance, transpiration and starch
content, nitrate concentration and reductase activity of the enzyme aRN nitrate. Water stress
induced a significant increase in ABA concentrations, total soluble carbohydrates, sucrose,
ammonium levels, amino acid contents, proline and glycine betaine these results were more
expressive in plants under water stress, with significant values on the 30th day of the
experiment, plants under flooding showed similar results to submitted to water deficit. The
suspension of irrigation, as well as the flooding for 30 days was enough to change and cause a
decrease in metabolic pathways as well as on nitrogen metabolism of young plants of andiroba.
And the sleep time was not enough for the species to resume the initial values of the variables.
Andiroba is satisfactorily tolerant to water stress in this treatment, but does not show a rapid

recovery after the suspension of water stress, with higher sensitivity to water stress.

Keywords: Water stress, forest species, biochemical responses, ecophysiological aspects.



CONTEXTUALIZACAO

Carapa guianensis Aubl. espécie pertencente a familia Meliaceae, foi inicialmente
coletada na Guiana Francesa e descrita, pela primeira vez, pelo botanico Jean-Baptist
Christopher Fuseé Aublet, em 1775 (Homma; Menezes, 2005).

No Brasil diversas denominacdes populares sdo empregadas para Carapa guianensis
Aubl. A andiroba é uma das espécies florestais com grande potencial de exploracdo madeireira
e ndo madeireira na Amazoénia, sendo o seu nome comum (andiroba) atribuido a duas espécies
Carapa guianensis e Carapa procera (Tonini et al.; 2009). O 6leo da andiroba, extraido das
sementes, tem demanda internacional e € utilizado para iluminacédo, confeccao de sabao e velas,
na industria de cosméticos e na medicina popular, apresentando funcbes cicatrizantes,
antiinflamatdrias, antihelminticas e inseticida nas diversas comunidades do interior da
Amazoénia. O ché da casca e das folhas € utilizado no tratamento de infec¢des e de doengas da
pele (Shanley; Medina, 2005). Sdo consideradas espécies promissoras para enriquecerem
capoeiras, florestas, sistemas agroflorestais e recuperacdo de areas Umidas degradadas (Ferraz
et al., 2002).

A andiroba possui potencial promissor para se aclimatar as mudancas ambientais
previstas em futuro proximo para a maior parte da regido amazonica (Camargo; Marenco,
2012). Apresenta maiores densidades em areas ocasionalmente alagadas (Klimas, 2006). A
espécie é bastante plastica o que lhe confere diferengas morfologicas e aptiddo para ocupar
diferentes nichos, vivendo desde o nivel do mar, em areas permanentemente inundadas (igap0)
ou periodicamente inundadas (varzeas), até as matas altas ndo sujeitas a inundacéo (350 — 1400
m de altitude). Isso confirma as diferencas morfoldgicas segundo seu habitat (Boufleuer, 2004).

Acarretando em uma maior distribui¢do de espécies com boa adaptabilidade e diferencas
morfoldgicas, como é o caso da Carapa guianenses Aubl. E necessario ainda, considerar a
diversidade e as peculiaridades das tipologias florestais, os padrdes de ocorréncia e de
distribuicdo intrinsecos as espécies (Pitman et al., 2001), os efeitos da estrutura espacial sobre
a variabilidade genética e o fato de os fatores demograficos e ambientais serem 0s
condicionantes mais importantes da sobrevivéncia em longo prazo (Widen; Andersson, 1993).

Dentre essas peculiaridades, a &gua é um dos principais fatores que regula o crescimento
e a sobrevivéncia de plantulas (Tobe et al., 2005). No qual o crescimento € o processo mais
importante para se entender as respostas das plantas em relacdo as mudangas no ambiente,
promovendo o alongamento celular, sintese e hidratagdo de proteinas, e a entrada de nutrientes

solGveis do solo (Lambers et al., 1998). A quantidade deste recurso necessario para o



crescimento vai variar de acordo com a espécie, desempenhando um papel importante no padrao
de distribuicdo das espécies (Schitz et al., 2002).

A é&gua é o meio basico de vida e de energia para 0s seres vivos, muitos nutrientes
inorganicos necessarios para muitos organismos, como as plantas, estdo dissolvidos na agua. O
solo é o principal armazenador e fornecedor de dgua para as plantas, as raizes absorvem agua
que se aglutina as particulas do solo. Mais proximo a superficie das particulas do solo, existe
uma forca de atracdo chamada de potencial de agua do solo, que adere mais fortemente a agua
as particulas do solo (Ricklefs, 2012). A falta de &gua disponivel pode levar a situacdo em que
o0 vegetal pode sofrer modificacGes em seu metabolismo e passar por um periodo de estresse.

Segundo Larcher (2006), estresse é um desvio das condi¢fes 6timas de desenvolvimento
do vegetal, no qual podem ocorrer mudancas e respostas em parte do organismo ou nele como
um todo. No inicio, essas alteracGes podem ser reversiveis, mas, dependendo da duracdo e da
situacdo de estresse, podem ser irreversiveis, levando a danos permanentes ou até a morte.
Lichtenthaler (1998) foi mais além e dividiu as respostas ao estresse, criando duas classes
distintas: “Eu-stress” e “dis-stress”. O “eu-stress” € o que estimula e ativa elementos positivos
no vegetal, melhorando seu desenvolvimento, enquanto que o “dis-stress” ¢ aquele que causa
problemas e afeta negativamente o vegetal, causando danos ou levando a morte.

De acordo com as previsdes ambientais para as proximas décadas, haverd mudancas
dréasticas, com a falta ou 0 excesso de agua, pois possivelmente havera aquecimento global,
ocasionando secas, alagamento por derretimento de geleiras, e consequentemente ir& prejudicar
a producdo mundial de muitos vegetais que tanto economicamente como ecologicamente
contribuem para o equilibrio ambiental. Diante desta possibilidade, desde ja, vém se
desenvolvendo pesquisas de espécies tolerantes ao estresse hidrico para superarem as condi¢es
adversas durante os periodos prolongados de estresse, produzindo quantidades de produtos
suficientes para suprir as necessidades da populacdo e amenizando os impactos (Nepomuceno
et al., 2001; Juvenal; Mattos, 2002).

Devido ao aumento da conscientizagdo ambiental, e do interesse em pesquisas com
espécies arboreas nativas, tem-se dado mais importancia a recuperagdo de areas degradadas
e/ou reflorestamento (José, 2003). Porém, o custo dessas pesquisas torna-se elevado diante da
necessidade de replantio decorrente dos altos indices de mortalidade das mudas. Na maioria
dos casos, esse problema ocorre devido a falta de conhecimento dos aspectos ecofisioldgicos
das espécies e dos regimes hidricos, sujeitando-as a areas propensas a estresses ambientais aos

quais ndo estdo adaptadas (Carvalho Filho et al., 2003).



Essas pesquisas visam determinar, caracterizar e criar formas de protecdo e manutencéo
das florestas. Além disso, as plantas possuem mecanismos que podem resistir a esses estresses
hidricos como: reducdo da perda de agua através de controle estomatico e alteracbes
morfoldgicas; aumento na extragdo de &gua do solo e; aumento da capacidade de tolerar baixo
potencial hidrico (Nilsen; Orcutt, 1996) onde o fechamento estomatico é devido diretamente a
baixa pressdo de turgor nas células guardas (Maroco et al., 1997), resultante da producédo de
acido abscisico (ABA) pela raiz (Fort et al., 1997) em resposta a deficiéncia hidrica, ou pode
ser influenciado também pela radiacao solar, concentracdo de CO2 na atmosfera e a temperatura
do ar (Machado et al., 2002), restringindo a entrada de CO2 nas folhas que resulta na inibicdo
ou diminuicéo da atividade fotossintética (Chaves et al., 2002).

Condic6es temporarias ou permanentes de alagamento (formacéao de lamina de agua) ou
encharcamento (saturagdo com agua) do solo sdo problemas globais que podem trazer sérios
prejuizos para o desenvolvimento silvicultural. Embora em diversas regides, sejam eventos
raros, em outras podem ser um problema crénico, constantemente enfrentado pelos produtores
(Dias-filho, 1998).

No decorrer do processo evolutivo, espécies tolerantes desenvolveram uma variedade
de estratégias que as capacitaram a ocupar areas sujeitas ao alagamento do solo. Dentre estas
estratégias, ocorrem alteracdes morfoanatdmicas que auxiliam a aeragdo interna da planta
(Medri et al., 1998), e alteraces metabolicas, com diminui¢do no consumo de energia, ativacdo
de rotas anaerdbias e menor investimento no crescimento (Medri et al., 1998). Na maioria das
especies, a estratégia de sucesso combina respostas morfologicas, anatdmicas e fisiologicas
(Joly, 1991).

Algumas respostas das plantas ao alagamento podem incluir senescéncia foliar, reducéo
no crescimento de caules e raizes, desenvolvimento de raizes adventicias, formacdo de
aerénquima e hipertrofia de lenticelas (Kozlowski, 1997). O fechamento estomatico, danos no
fotossistema Il e a diminuicdo na fotossintese também sdo respostas comuns a deficiéncia de
oxigénio no solo causada pelo alagamento (Pezeshki, 1993). LimitacGes estomaticas e ndo
estomaticas sdo responsaveis pelo decréscimo na fotossintese (Kozlowski, 1997).

Dentre as respostas fisioldgicas, a reducdo na condutancia estomatica (gs) é a estratégia
mais eficiente para restringir ou reduzir as perdas de agua pelas folhas via transpiracdo. Quando
0 grau de abertura estomatica diminui, o movimento (ou perda) de vapor d’agua pela planta
através da transpiracdo é reduzido ou limitado. Dentre os fatores que governam o mecanismo

de abertura e fechamento estomatico, faz-se referéncia aqueles intrinsecos a planta, como o0s

10



efeitos do acido abscisico, ou aqueles relacionados ao ambiente circundante, como os efeitos
do potencial hidrico do solo (Kozlowski; Pallardy, 1997).

Bem como, as condicdes de deficiéncia hidrica a resposta da planta a seca é
caracterizada por mudancas fundamentais na relagdo da célula com a agua, nos seus processos
fisiologicos, na estrutura de membranas e de organelas, além das mudancas morfoldgicas e
fenoldgicas da planta, alterando, com isso, a relacdo do seu dossel com o0 ambiente. Na planta,
o efeito do estresse é geralmente percebido como um decréscimo na fotossintese liquida e
crescimento e estd associado com alteragbes no metabolismo do carbono e nitrogénio
(Yordanov et al., 2000).

A aclimatacdo a deficiéncia hidrica ocorre devido ao acumulo de compostos
osmoticamente compativeis (por exemplo, betainas, prolina), através de osmorregulacdo
(Larcher et al. 2006). A falta de &gua do solo, a transpiragdo excessiva gera um déficit hidrico
nas folhas estimulando o fechamento dos estdmatos, que reduz a transpiragéo (Larcher 2006).
Com relacéo as alteracbes morfologicas decorrentes da seca, a paralisacdo do crescimento da
parte aérea é uma resposta primaria, de forma que novas folhas deixam de ser emitidas ou uma
maior abscisdo foliar ¢ observada. Essas estratégias colaboram na economia hidrica por
diminuir a superficie de transpiracdo e aumentar a eficiéncia do uso da agua (Kozlowski;
Pallardy, 1997; Damatta et al., 2003).

As respostas bioquimicas de plantas ao déficit hidrico ressalta-se a capacidade de sintese
e/ou acumulo de determinados compostos com propriedades osmoticas ativas como, por
exemplo, a prolina (Carvalho, 2005; Silva et al., 2004), a glicina-betaina (Ashraf; Foolad,
2007), os aminoacidos soluveis (Carvalho, 2005), os carboidratos soltveis e a sacarose (Chaves
filho; Stacciarini-seraphin, 2001), dentre outros. O acumulo desses solutos, que ocorre
preferencialmente no citoplasma, diminui o potencial osmotico das células das folhas e, por
conseguinte, seu potencial hidrico. Como resultado, um incremento no gradiente de potencial
hidrico entre parte aérea — raizes — solo é observado e isto favorece a absorcao e transporte de
agua do solo para a parte aérea, corroborando para a manutencdo do turgor celular. Este
processo é denominado de ajuste ou ajustamento osmotico (Kozlowski; Pallardy, 1997).

Partindo do principio da multidisciplinaridade, estudos em Fisiologia Vegetal tém
contribuido bastante no processo evolutivo da Silvicultura, tornando-se uma ferramenta
imprescindivel para a compreensao dos processos fisioldgicos das espécies arbdreas, bem como
das interacGes das plantas com o ambiente. Dessa forma, esta area de estudo pode contribuir,

na selecdo de espécies promissoras com maior capacidade produtiva, através da elaboracgéo de
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fichas de descritores fisioldgicos que as classifiquem como tolerantes e adaptadas aos diversos
fatores de estresses ambientais (Nascimento, 2013).

Embora seja not6rio o aumento de pesquisas abordando a fisiologia de espécies arbdreas
nativas, estudos avaliando a tolerancia desses vegetais a estresses abidticos ainda sdo escassos,
0 que dificulta a compreensdo da caracterizagdo de tolerancia ou sensibilidade aos estresses
existentes em ambientes naturais, por exemplo, o desenvolvimento de mecanismos de
tolerancia a seca, ao alagamento, salinidade, deficiéncia nutricional, etc. (Nascimento, 2009).

Todavia, 0 custo com pesquisas que venham minimizar essa necessidade tem-se tornado
elevado pois hd um grande nimero de replantio decorrente dos altos indices de mortalidade das
mudas. Na maioria dos casos, esse problema ocorre devido a falta de conhecimento dos aspectos
ecofisiolégicos das espécies e dos regimes hidricos, sujeitando-as a reas propensas a estresses
ambientais aos quais ndo estdo adaptadas (Carvalho filho et al., 2003). Por outro lado, embora
sejam poucas as informac@es, ha trabalhos nessa area com plantas cultivadas sob condicGes

hidricas normais.
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Objetivo Geral:
Avaliar as alteracdes ecofisiologicas e bioquimicas em plantas jovens de andiroba

submetidas a deficiéncia hidrica, alagamento e a recuperacdo com a suspensdo do estresse.
Obijetivos Especificos:

a. Verificar a influéncia do estresse hidrico sob as trocas gasosas e metabolismo do carbono.

b. Analisar os efeitos do estresse hidrico sobre o metabolismo do nitrogénio.

Hipoteses testadas foram:

HO: O estresse hidrico promovera alteragdes nas trocas gasosas € no metabolismo do carbono
em plantas jovens de andiroba.

HO: O estresse hidrico causara alteracbes no metabolismo nitrogenado em plantas jovens de
andiroba.

HO: As plantas jovens de andiroba sdo tolerantes ao alagamento e a deficiéncia hidrica, e
sofrerdo igualmente com o estresse.
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Capitulo 1

Respostas Ecofisioldgicas e Bioquimicas em Folhas de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.).
Sob Trés Regimes Hidricos e Suspensdo dos Estresses.

Manuscrito formatado para Scientia Forestalis.

Trocas gasosas e metabolismo do carbono em folhas de andiroba (Carapa guianensis

aubl.) Sob trés regimes hidricos e suspensdo dos estresses.

Exchange of gases and metabolism in leaves of carbon andiroba (Carapa guianensis aubl.)

In three mechanisms and suspension of water stress.

RESUMO

A andiroba é uma espécie arbdrea que apresenta variacdes em seus processos fisioldgicos a
partir de condi¢des edafoclimaticas induzidas, como falta ou excesso de agua. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos do déficit hidrico e alagamento nas trocas gasosas, acido
abscisico, teores de amido, teores de carboidratos sollveis totais, sacarose em folhas de
andiroba com sete meses de idade e a capacidade de recuperacdo dessas plantas jovens apos a
suspensdo dos estresses. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Universidade
Federal Rural da Amazonia, Capitdo Poco, PA. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x5 (trés condic¢des hidricas: controle, déficit
hidrico e alagamento; e 5 periodos de avaliacdo: 0, 10, 20, 30 e suspenséo do estresse hidrico
apos 72h.) com 5 repeticdes, totalizando 75 unidades amostrais. Foram observadas diminuicoes
significativas no potencial hidrico, na condutancia estomatica, transpiragdo e teor de amido, e
aumento significativo nos teores de ABA, carboidratos solUveis totais e sacarose, com valores
expressivos no 30° dia do experimento. Apds a suspensdo do estresse, as plantas néo
conseguiram recuperar os valores iniciais de todas as variaveis analisadas. A andiroba é

satisfatoriamente tolerante aos estresses hidricos impostos nesse experimento, porém nao
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apresenta uma rapida recuperacdo apos a suspensao do estresse hidrico, apresentando maior

sensibilidade a deficiéncia hidrica.

Palavras-chave: Alagamento, déficit hidrico, osmorreguladores.

ABSTRACT

Andiroba is a tree species with variations in their physiological processes from soil and climatic
conditions induced, such as lack or excess water. The objective of this study was to evaluate
the effects of drought and flooding in gas exchange, abscisic acid, starch, total soluble
carbohydrates, sucrose in Andiroba leaves with seven months of age and resilience of these
young plants after cessation of stress. The experiment was conducted in a greenhouse at the
Federal Rural University of Amazonia, Capitdo Pogo, PA. The experimental design was
completely randomized in a factorial 3x5 (three water conditions: control, water and flooding
deficit and 5 periods reviewed. 0, 10, 20, 30 and suspension of water stress after 72h) with 5
repetitions, totaling 75 sample units. Significant decreases were observed in water potential,
stomatal conductance, transpiration and starch content, and significant increase in ABA
content, total soluble carbohydrates and sucrose, with significant values on the 30th day of the
experiment. After the water stress, the plants failed to recover the initial values of all variables,
recovering only the sucrose levels. Andiroba is satisfactorily tolerant to water stress imposed in
this experiment, but does not show a rapid recovery after the suspension of water stress, with

higher sensitivity to water stress.

Keywords: flooding, drought, osmoregulators.
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INTRODUCAO

Carapa guianensis Aubl. é uma das espécies com grande potencial de exploracao
madeireira e ndo madeireira na Amazonia, sendo o seu nome comum andiroba (Tonini et al.,
2009). Além disso, a andiroba possui potencial promissor para se aclimatar as mudancas
ambientais previstas em futuro proximo para a maior parte da regido amazénica (Camargo;

Marenco, 2012).

A selecdo de espécies tolerantes ao estresse hidrico é de fundamental importancia para
0 sucesso da atividade florestal, em éareas sob condi¢do hidrica acentuada, uma vez que o
crescimento e o desenvolvimento das plantas sdo afetados por fatores bidticos e abidticos,

dentre eles a temperatura e 0 conteldo de agua no solo (Streck, 2002).

Em regides com diferentes caracteristicas de clima e solo, vem sendo utilizadas
medicdes de trocas gasosas em plantios florestais para avaliar as respostas primarias de
produtividade dessas espécies diante as variagfes diurnas e sazonais (Waring; Landsberg,
2011). O principal mecanismo de controle das trocas gasosas é 0 movimento estomatico nas
plantas superiores. Para a maioria das espécies, o fechamento estomatico ocorre apos reducdes

da disponibilidade hidrica do solo (Taiz; Zeiger, 2013).

Quando submetidas ao alagamento, promovem a reducdo das taxas transpiratorias,
diminuem seu rendimento energético e produzem sinais metabolicos de diferentes tipos, em
resposta ao decréscimo dos niveis de oxigénio, alterando seu crescimento e anatomia, visando

sua sobrevivéncia (Bailey-Serres; VVoesenek 2008).

Como mecanismo de defesa, dos estresses hidricos, as plantas geralmente promovem o
aumento dos carboidratos solUveis totais para a manutencdo do crescimento, além se ser
também osmorreguladores, ou seja, mantém a agua por mais tempo dentro do tecido vegetal

(Freitas, 2014).
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A andiroba é uma espécie arbOrea que apresenta variagdes em Seus Processos
fisioldgicos a partir de condi¢Bes edafoclimaticas induzidas, como falta ou excesso de &gua.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do déficit hidrico e alagamento nas trocas
gasosas e metabolismo do carbono em folhas de andiroba e recuperacdo ap6s o periodo de

estresse.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural da
Amazonia-UFRA, Campus de Capitdo Poco - PA. Plantas jovens de andiroba provenientes de
sementes foram fornecidas pela AIMEX (Associacdo das Industrias Exportadoras de Madeira
do Estado do Pard) com quatro meses de idade, foram acondicionadas em vasos plasticos com
capacidade para 20L. O substrato usado foi constituido por latossolo amarelo distrofico, esterco
bovino curtido na proporcao de 3:1, respectivamente. Antes do inicio dos tratamentos, todas as
plantas foram colocadas sob sombrite 50 %, irrigadas diariamente durante um més para manté-
las na capacidade de campo e aclimatacdo (Fernandes; Sykes, 1968). Adicionando-se 200 mL
de macro e micronutrientes a cada 15 dias até o inicio do experimento, na forma de solucao
nutritiva (Hoagland; Arnon, 1950), modificada no laboratorio de Estudos da Biodiversidade em

Plantas Superiores (EBPS), UFRA.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 3 x 5 (trés condigdes hidricas: controle, deficiéncia hidrica e alagamento, e cinco tempos
de avaliacdo 0, 10, 20, 30 dias e suspensdo do estresse hidrico ap6s 72h), com 5 repeticdes,
totalizando 75 unidades experimentais. O potencial hidrico (Yam) foi determinado entre 4:30 e
5:30 h, por meio de uma bomba de pressdo do tipo Scholander (m670, Pms Instrument Co,
Albany, USA), conforme descrito por Pinheiro et al. (2007). Como amostras, foliolos maduros
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e completamente expandidos foram selecionados do segundo ou terceiro par de folhas maduras
a partir do apice, destacados com auxilio de uma lamina de barbear, entre 9:00 e 11:00 h,
armazenados em sacos de polietileno umedecidos e transportados sob gelo até o laboratério
para as analises, em um tempo maximo de 60 minutos, e imediatamente congeladas
(aproximadamente -20 °C) para posteriores analises bioquimicas. Apds a coleta das amostras,
todas as plantas foram irrigadas ao final da tarde e, na antemanha seguinte, 12 h apés a retomada
da irrigacdo, o Wam foi novamente determinado, as trocas gasosas avaliadas e as amostras
foliares coletadas, conforme descrito anteriormente, a fim de verificar a capacidade de

recuperacdo das plantas ap0s cessado o estresse.

Foi aplicada a analise de variancia nos resultados e quando ocorreu diferenca
significativa, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia.
Além disso, foram calculados os desvios-padrGes para cada tratamento, sendo as analises

estatisticas realizadas pelo programa (SAS- institute, 1996).

ANALISES BIOQUIMICAS

Determinacéo de acido abscisico
Extracéo e Purificagio

Descrito por Ross et al. (2004), com algumas modificacdes. 50 mg de tecidos de folhas
secas em estufa de circulacdo de ar forcado foram macerados em N liquido com 100 % de
Polivinil Polipirolidona (PVPP). Em seguida, foi colocado em 1,5 mL de solvente de extragéo
(acetona/H20/acido acético: 80/19/1). O extrato foi transferido para outro tubo. O almofariz foi
lavado com 500 pL do solvente de extragao (acetona/H20/4cido acético: 80/19/1) e transferido
para 0 mesmo tubo, adicionando-se 40 mg de (-) -5,8°,8’.8” -d4-ABA deuterado. O

sobrenadante foi, em seguida, transferido para via injetora.
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As analises foram feitas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
no modo de ionizacédo electrospray negativo (HPLC/MS/ESI-). A deteccédo e quantificagéo de
ABA nas amostras foram feitas mediante 0 monitoramento de reacdes maltiplas (MRM) via
selecdo de transicdo de massa especifica da molécula de interesse (para o ABA, 263 — 153 e,

para o ABA d4, 267 — 156).

Determinacéo das concentracgdes de amido

O método utilizado para a obtencdo das concentragdes de amido foi segundo Dubois et
al. (1956). Foram feitos duas extracGes etanolica de 50 mg da massa seca das folhas em 5,0 mL
de etanol 80 %, por 30 min a 80 °C, e com 5,0 mL de HCIO4 30 % por 30 minutos a 25 °C.
Apos as extracdes centrifugou-se a 2000 rpm por 10 minutos e coletaram-se 0s sobrenadantes.
Sendo estes ultimos unidos e aferidos ao volume para 10 mL com agua destilada para obtencéo
do extrato total. Nos tubos de ensaio foram colocados 100 mL do sobrenadante + 400 mL de
H20 destilada e agitando-se em vortex, adicionando-se 0,5 mL de fenol 5 % e agitando no
vortex, logo depois foi adicionado uniformemente e de uma Unica vez no centro do tubo, com
pipeta graduada, 2,5 mL de H2SO4 concentrado e novamente agitado os tubos em vortex e

levado apds 20 minutos de repouso ao espectrofotdmetro a 490 nm.

Determinacdo de carboidratos solUveis totais (CST)

Carboidratos soluveis 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 &4gua 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
procedimento de extracdo repetido por duas vezes. Os sobrenadantes foram combinados e
homogeneizados e, do extrato final resultante, uma aliquota de 20 pL foi amostrada para as
demais etapas. A cada aliquota foi adicionado 480 pL de agua deionizada e, apds agitagdo por
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15 minutos, foram adicionados 500 pL de fenol 5 % e 2,5 mL de acido sulfurico concentrado a
cada amostra. Ap6s vigorosa agitacdo durante 20 minutos, a leitura foi realizada por um

espectrofotémetro (GenesysTM10 series, Thermo Electron Co, Wisconsin, USA) a 490 nm.

Determinacéo de sacarose

Para determinacdo de sacarose 0 método de Van Handel (1968), sofreu algumas
modifica¢bes. As amostras foram maceradas em 1,5 ml de MCW (metanol: cloroférmio: dgua
12: 5: 3, viviv) 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
extragcdo por duas vezes consecutivas e 0s sobrenadantes reunidos e seu volume final
determinado. Ap0s agitacdo, aquecimento a 100 °C por 10 minutos e resfriamento em banho de
gelo, um volume de 3,0 ml de solugdo de antrona 0,2 % (em &cido sulfarico) 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 espectrofotdometro (GenesysTM10

series, Thermo Electron Co, Wisconsin, USA).

TROCAS GASOSAS

A condutancia estomatica ao vapor d’agua (gs), a transpiracao (E) foram determinadas
por meio de um porémetro portatil de equilibrio dinamico (mod. Li 1600, LiCor, Nebraska,
USA). As medic¢des foram realizadas 9:00 h da manha. Como amostras, foliolos maduros e
completamente expandidos foram selecionados a partir de folhas do segundo ou terceiro par

contados a partir do apice.

Apbs as trocas gasosas, amostras foliares foram coletadas e imediatamente levadas a

estufa de circulacdo forcada de ar a 65 °C até a secagem para o preparo da farinha.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O potencial hidrico antemanha (Wam) das plantas mantidas sob deficiéncia hidrica e
alagamento foram reduzidos significativamente com o aumento do nimero de dias, porém, apds
suspensdo do estresse hidrico a planta ndo conseguiu se recuperar de imediato (Figura 1A). Os
valores para as plantas sob deficiéncia foram -0,48; -0,89; -1,94, -3,46 e -0,95 MPa, para as
plantas sob alagamento os valores séo de -0,47, -0,68, -1,07, -2,85 e -0,77 MPa nos tempos de
avaliacdo 0, 10, 20, 30 e suspensdo do estresse hidrico apds 72 horas, respectivamente. Esses
resultados sugerem que a diminui¢do do Wam nas plantas sob deficiéncia hidrica estd

relacionada com o tempo em que as plantas jovens ficaram sem receber agua.

As plantas com deficiéncia hidrica apresentaram uma maior reducdo do potencial
hidrico em relacdo as plantas alagadas, apresentando um menor declinio no 30° dia do
experimento implantado, essa diminuicdo do potencial hidrico é possivelmente devido ao
aumento da tensdo nos vasos xilematicos, quanto mais negativo o Ww maior esta sendo a forga
necessaria para que a planta absorva do solo a &gua a ser transportada a parte aérea. Esse
transporte pode ser prejudicado dependendo do grau de severidade da deficiéncia hidrica, na C.
guianensis Aubl. o transporte apds o estresse foi parcialmente prejudicado, pois quando
reidratadas as espécies ndao recuperaram seu potencial inicial que se encontrava entre -0,48

MPa, obtendo uma recuperacgéo de 82,29 %.

Nas plantas sujeitas ao alagamento, a diminuicdo do potencial hidrico deve esta
relacionada com a baixa concentracdo de O2, apesar das raizes estarem submersa totalmente
em agua, as plantas mostraram uma deficiéncia de agua no tecido foliar. Entretanto, essa
diminuicao deve ter promovido uma mudanca e comportamento do metabolismo da planta, tais
como, a fosforilacdo oxidativa para a fosforilacdo do ADP para ATP em reacGes que ocorrem

exclusivamente na glicolise e na fermentacao, fazendo com que a capacidade de sintese também
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mude de 36 ATP, quando da respiracdo aerobica, para apenas 2 ATP com a fermentacao
(Oliveira Neto, 2010). As plantas submetidas ao alagamento demostraram uma recuperacéo de
85,24 %, quando comparado com as plantas controle, decorrido apenas 72h apds a suspensao

do estresse hidrico.

Os teores de 4cido abscisico (ABA) nas folhas de andiroba aumentaram,
significativamente, com o tempo de estresse hidrico, em comparacao as plantas controle (Figura
1B). Os valores de ABA nas plantas irrigadas foram de 48 a 50,14 ng.g-1 MS. As plantas sob
déficit hidrico apresentaram valores de 51,89 a 221 ng.g-1 MS e as plantas sob alagamento com
52,16 a 193,16 ng.g-1 MS nos pontos de avaliacdo 0 a 30 dias. A recuperacdo para ambos os
tratamentos ndo foi eficaz, pois para as plantas submetidas a deficiéncia hidrica as plantas
jovens apresentaram uma recuperacéo de 80,35 % e as plantas sob alagamento a recuperacao

foi de 51,04 %, quando comparadas com as plantas controle.

Segundo Kim e Lieth (2003), um aspecto muito importante nos estudos de estresse e
recuperagdo do “status” hidrico foliar é a velocidade de imposicdo da deficiéncia hidrica e a
duracdo da mesma, os quais podem implicar diferentes respostas em variedades da mesma
espécie. A inducdo lenta da deficiéncia hidrica, com baixos valores de potencial hidrico foliar,
atingido antes da reidratacdo, pode possibilitar uma maior producdo e acumulo de acido
abscisico nas folhas, permitindo a conservacgdo do turgor celular por meio da manutencédo de
baixos valores de condutancia estomatica. Espécies com maior capacidade de manutengéo da
turgescéncia, sob condi¢des de deficiéncia hidrica moderada, s&o mais aptas a suportar periodos
de deficiéncia hidrica (Nascimento, 2009). De acordo com Pimentel (2004), uma deficiéncia
hidrica moderada ocorre uma reducdo na abertura estomatica, e consequentemente na
transpiracdo, havendo também reducdo da atividade fotossintética, pela diminuicdo da
disponibilidade de CO2. Outra resposta para 0 aumento do acido abscisico nas folhas, em

condicBes de baixa disponibilidade hidrica do solo ocorre em um aumento marcante da razéo
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raiz/parte aérea, o qual, juntamente com o efeito do ABA no fechamento dos estdmatos, auxilia
a planta a enfrentar o estresse hidrico (Souza, 2012), diminuindo a capacidade fotossintética, o
que se traduz em menor acimulo de amido, podendo sinalizar a necessidade do aumento dos

teores de sacarose e carboidratos.

Resultados préximos a este trabalho foi encontrado por Nascimento et al. (2011),
guando avaliando a recuperacéo fotossintética em plantas jovens de Hymenaea courbaril L. sob
deficiéncia hidrica e posterior reirrigacdo, verificaram que, apés 11 dias de suspensdo da
irrigacdo, houve o fechamento estomatico, afetando significativamente todas as variaveis
estudadas. Dentre essas, as relacGes hidricas foram as que melhor expressaram as injarias
promovidas pela seca, destacando-se o potencial hidrico, que apresentou reducdes
consideraveis. O mesmo ocorreu em relacdo as trocas gasosas, transpiracdo e condutancia
estomatica. A reirrigacdo das plantas promoveu a reabertura dos estdmatos, apos cinco dias,

recuperando todas as variaveis (Nascimento et al., 2011).

Outra varidvel que também reduziu significativamente foi a condutancia estomatica (gs)
com valores de 1050 a 1028; 1109 a 495; 1110 a 229 mmol.m-2.s-1 plantas controle, deficiéncia
hidrica e alagadas, respectivamente (Figura 1C). A suspensao do estresse atribuido em 72 h,
ndo foi o suficiente para que as plantas, pudessem recuperar sua condutancia estomatica inicial,
guando comparadas com as plantas controle, alcangando uma recuperacéo de 42,66 % para as

plantas sob deficiéncia hidrica e de 13,03 % para as plantas sob alagamento.

Essa reducdo da gs nas plantas alagadas e sob a deficiéncia hidrica pode estar
relacionada a diminuigéo do potencial hidrico foliar e a0 aumento dos teores de acido abscisico
nas folhas (Oliveira neto, 2010). A diminuicdo da gs € uma das primeiras respostas ao estresse

ambiental, contudo se esta condi¢do continuar por um longo periodo, 0s mecanismos
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envolvidos sdo mais complicados do que simplesmente a reducdo de gs, implicando em

limitacOes bioquimicas da taxa de fotossintese e do crescimento da planta (Centrito, 2003).

Albuquerque et al. (2013), estudando plantas de mogno- africano, também observaram
uma reducdo na condutdncia estomatica nas plantas sob condicdes de déficit hidrico e

reidratacao.

A reducdo da gs provocou também uma diminuicdo na taxa de transpiracdo,
apresentando valores de 18,21 a 16,4; 17,83 a 6,88; 16,64 a 6,0 mmol.m-2.s-1 1 para as plantas
controle, deficiéncia hidrica e alagadas respectivamente (Figura 1 D). Os valores mais
representativos foram no 30° dia do experimento, tanto em plantas sob deficiéncia hidrica
quanto sob alagamento. Essa redugdo aliada ao baixo potencial hidrico as tornou
impossibilitadas de recuperar sua atividade de transpiragéo inicial quando suspenso os estresses
impostos. A recuperagdo para ambos os tratamentos foi lenta, pois para as plantas sob
deficiéncia hidrica atigiram uma recuperacao de 24,11 %, e para as plantas sob alagamento a

recuperacdo foi de 4,24 %.

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

fechamento estomatico em plantas sob estresse.

Resultados semelhantes foram encontrados por Fu et al. (2010), quando estudaram
plantas de choupo ou alamo (P. euphratica e P. Russkii) que € uma arvore da familia Salicaceae,

os resultados refletiram ao fechamento estomatico e a baixa transpiracao foliar.

Os teores de amido tiveram uma diminuigdo quando submetidas ao estresse hidrico,
embora o tempo de 10 dias ndo tenha diferido estatisticamente entre as plantas sob alagamento
das irrigadas diariamente. As concentragdes mais baixas ocorreram nas plantas com deficiéncia

hidrica no 30° dia, com 0,324 mmol de GLU/ g de residuo, nas plantas mantidas alagadas o
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menor valor foi no 30° dia, com 0,597 mmol de GLU/ g de residuo (Figura 2A). Apds a
suspensdo do estresse hidrico, o porcentual de recuperacéao foi de 31,74 % para as plantas sob
deficiéncia hidrica e de 23,93 % para as plantas alagadas, ndo recuperando sua concentracao
inicial.

Esta reducdo provavelmente esta ligada a degradacdo do amido através das enzimas o e
B-amilase, favorecendo a formacdo de novos aglcares, como a sacarose. Esses resultados
corroboram com o trabalho de Paula et al. (2013), envolvendo plantas de mogno brasileiro
(Swietenia macrophylla King) em dois periodos de amostragem, seco e chuvoso, onde houve
reducdo de 30% na média dos teores de amido nas folhas analisadas durante o periodo seco em

comparacao as analisadas no periodo chuvoso.

Referindo-se aos teores de carboidratos solUveis totais, os resultados revelaram um
aumento significativo para as plantas, promovendo acrescimo significativo no contetido dessa
substancia em relacdo aos regimes hidricos, e tempos de estresse, como mostra a Figura 2C. Os
valores obtidos para as plantas controle no tempo de 0, 10, 20 e 30 dias respectivamente, foram
de 105; 111; 110; 115 pmol.g-1 MS, plantas sob deficiéncia hidrica 108; 118; 153; 184 umol.g-
1 MS e plantas alagadas 106; 109; 143; 147 umol.g-1 MS havendo diferenca estatistica apos
20 dias de estresse. Ap6s a suspensdo do estresse hidrico, os valores extremos alcangados no
momento maximo do estresse, declinaram atingindo uma taxa de recuperacdo de 29,11 %
plantas com deficiéncia hidrica e 23,81 % plantas alagadas, ndo retomando sua concentracdo

inicial (EO), apos trés dias de suspensdo do estresse.

Este aumento possivelmente esta relacionado ao mecanismo de sintese de sacarose no
citoplasma da folha, este acucar serd entdo, transportado para as raizes (processo respiratorio)

(Oliveira Neto, 2010). Esses resultados também podem ser explicados pelo fato do estresse
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hidrico afetar a utilizacdo de carboidratos, por alterar, basicamente, a eficiéncia com que 0s

fotoassimilados sdo convertidos para o desenvolvimento de partes novas na planta.

A concentracdo de sacarose aumentou com o avanco do tempo de estresse hidrico,
valores expressivos foram apresentados no 30° dia de estresse (Figuras 2B). Com 13,01 a 13,45
(plantas controle), 13,9 a 16,6 (plantas sob deficiéncia hidrica) e 13,21 a 15,61 (plantas sob
alagamento) umol.g-1 MS. Diferindo estatisticamente apos 10 dias de experimento. Esse
aumento para ambos 0s estresses pode estar relacionado provavelmente com o aumento de
atividades de enzimas que agem no processo de quebra do teor de amido, onde 0s agucares
formados e transportados podem ser na forma de sacarose. Os niveis dessa substancia também
sofreram alteracbes no decorrer do tempo experimental, evidenciados pelo incremento
diferenciado no 30° dia de estresse hidrico, voltando a decrescer somente com trés dias de
suspensdo do estresse hidrico, com taxa percentual de recuperacdo de 57, 96 % e 49,51 % para
plantas sob deficiéncia hidrica e alagadas respectivamente, sem, entretanto atingirem os niveis
de controle.  Corroborando com os dados encontrados por Pereira (2013), que mostraram um
aumento na concentracdo de sacarose em folhas de plantas de fava-atana (Parkia giganto carpa

Ducke) sob deficiéncia hidrica no solo.

CONCLUSOES

A suspensdo da irrigacdo, bem como, o alagamento durante 30 dias, foi suficiente para
alterar e provocar um decréscimo nas rotas metabdlicas das plantas jovens de andiroba,
reduzindo potencial hidrico, transpiracéo, condutancia estomatica e amido, porém aumentando
os teores de carboidratos soluveis totais, sacarose e ABA. O tempo de suspensé@o do estresse

hidrico nédo foi o suficiente para a retomada dos valores iniciais de todas as variaveis analisadas.
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A andiroba é satisfatoriamente tolerante aos estresses hidricos impostos nesse
experimento, apresentando uma rapida recuperacdo parcial apds a suspensdo do estresse

hidrico, apresentando maior sensibilidade a deficiéncia hidrica.
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FIGURAS

FIGURA 1: Potencial Hidrico Antemanha (A), Teores de acido Abscisico (B), Condutancia
estomatica (C) e Transpiracao (D) em plantas jovens de andiroba submetidas ao déficit hidrico
e alagamento. Letras maiusculas mostram diferencas estatisticas entre os tratamentos e as
minusculas diferencas estatisticas entre os dias de coletas de um mesmo tratamento,
comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As barras representam os desvios
padrdes das médias. E a seta indica 0 momento da suspensao do estresse.

FIGURE 1: Predawn water potential (A), Content of abscisic acid (B), Stomatal conductance
(C) and Transpiration (D) in young plants of crabwood subjected to water deficit and flooding.
Capital letters show statistical differences between the treatments and the lowercase letters
show differences between the collection days of the same treatment compared by Tukey’s test
at 5% of probability. Bars represent the standard deviation of the means. The arrow indicates
the suspension time of the stress.
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FIGURA 2: Teores de Amido (A), teores de sacarose (B) e teores de carboidratos solUveis totais
(C) em plantas jovens de andiroba submetidas ao déficit hidrico e alagamento. Letras
mailsculas mostram diferencas estatisticas entre os tratamentos e as minusculas diferencas
estatisticas entre os dias de coletas de um mesmo tratamento, comparadas pelo teste Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. As barras representam os desvios padrdes das médias. E a seta
indica 0 momento da suspenséo do estresse.

FIGURE 2: Starch contents (A), Sucrose contents (B) and Contents of total soluble
carbohydrates (C) in young plants of crabwood subjected to water deficit and flooding. Capital
letters show statistical differences between the treatments and the lowercase letters show
statistical differences between the collection days of a same treatment, compared by Tukey’s
test at 5% of probability. Bars represent the standard deviation of the means. The arrow
indicates the suspension time of the stress.
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Capitulo 2

Resposta Ecofisiologicas e Bioquimicas em Folhas de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.).
Sob Trés Regimes Hidricos e Suspensdo dos Estresses.

Manuscrito formatado para Australian journal of crop science.

ATIVIDADE DA REDUTASE DO NITRATO E TEORES DE COMPOSTOS
NITROGENADOS EM FOLHAS DE ANDIROBA (Carapa guianensis Aubl.) SOB
TRES REGIMES HIDRICOS E SUSPENSAO DOS ESTRESSES

RESUMO

A andiroba possui alta plasticidade fenotipica, pois se adapta a diferentes ambientes. O objetivo
do trabalho foi avaliar os teores de nitrato, teores de amonio livre, a atividade da enzima
redutase do nitrato (aRN) e os teores de aminoacidos solUveis totais, prolina, glicina betaina em
plantas jovens de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) submetidas a trés regimes hidricos e
posterior processo de recuperacdo através da suspensdo dos estresses. O experimento foi
desenvolvido em casa de vegetacao da Universidade Federal Rural da Amazonia, Capitdo Poco,
PA. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), disposto em fatorial 3x5
(trés condicdes hidricas: controle irrigado, deficiéncia hidrica e alagamento; e cinco tempos de
avaliacdo: 0, 10, 20, 30 e suspensdo do estresse hidrico ap6s 72h) com 5 repeti¢des, totalizando
75 unidades amostrais. Os resultados mostraram que o potencial hidrico, concentracdo de
nitrato e a aRN, reduziram significativamente tanto nas plantas sob deficiéncia hidrica, como
nas plantas sob alagamento. Com médias de -3,46 MPa; 0,6 NO*/ kg MS; 0,1294 pmoles de
NO?/ g MF/h (potencial hidrico, nitrato e aRN, respectivamente). Os teores de amonio
aumentaram nas plantas submetidas ao estresse hidrico, porém o aumento foi mais signifiacante
nas sob deficiéncia hidrica, tendo em média 4,0 de mmol de NH**/ kg de MS. Os teores de
aminodcidos, prolina e glicina betaina tiveram um acréscimo expressivo nas plantas com
estresse hidrico, sobretudo nas plantas sob deficiéncia hidrica, as plantas submetidas ao
alagamento apresentaram resultados menos expressivos. Apés a suspensao do estresse hidrico,
apenas os teores de amonio livre e teores de aminoacidos solUveis totais, recuperaram seus
valores iniciais, as demais variaveis analisadas, o periodo de suspensédo nao foi o suficiente para
que houvesse recuperacéo total. As plantas jovens de andiroba submetidas ao estresse hidrico
promoveram modificagdes nas rotas metabolicas do nitrogénio. Essas modificagcbes mostraram
uma tolerancia maior das plantas ao alagamento.

Palavras-chave: alagamento, metabolismo, déficit hidrico.
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INTRODUCAO

A andiroba (Carapa guianensis Aubl.) é uma das espécies com grande potencial de
exploragdo madeireira e ndo madeireira na Amazonia (Tonini et al., 2009). E considerada
espécie promissora para enriquecer capoeiras, florestas, sistemas agroflorestais e recuperacao
de areas Umidas degradadas (Ferraz et al., 2002).

Por conseguinte, a andiroba possui potencial promissor para se aclimatar as mudancas
ambientais previstas em futuro proximo para a maior parte da regido amazénica (Camargo;
Marenco, 2012). A espécie é bastante plastica o que lhe confere diferencas morfoldgicas e
aptiddo para ocupar diferentes nichos, vivendo desde o nivel do mar, em areas
permanentemente inundadas (igap0) ou periodicamente inundadas (varzeas), até as matas altas
ndo sujeitas a inundacdo (350 — 1400 m de altitude). Isso confirma as diferencas morfoldgicas
segundo seu habitat (Leite, 1997; Boufleuer, 2004).

O estresse € um desvio das condicdes 6timas de desenvolvimento do vegetal, no qual
podem ocorrer mudancas e respostas em parte do organismo ou nele como um todo. No inicio,
essas alteracbes podem ser reversiveis, mas, dependendo da duragdo e da situacao de estresse,
podem ser irreversiveis, levando a danos permanentes ou até a morte (Pimentel, 2004).

Dentre as respostas das plantas ao estresse por alagamento, o fechamento dos estomatos,
parcial ou total, é uma das primeiras respostas da parte aérea (Kolzolowski; Pallardy, 2002).
Estudos comprovam que os solutos organicos protegem as plantas dos estresses através de
diferentes mecanismos, incluindo ajustamento osmdtico, remoc¢do das espécies ativas de
oxigénio, “protecdo da integridade das membranas celulares™ e “estabilizacdo de proteinas e
enzimas” (Pompelli, 2010; Turkan, 2011).

Geralmente metabdlitos de baixo peso molecular como a prolina (Perez-perez et al.,
2009) e glicina betaina (Bajji et al., 2001) s&o comumente observados como respostas
metabolicas de plantas superiores ao déficit hidrico. E pode ocorrer em consenso com as
mudancas no conteido de aclcares e aminoacidos (Perez-perez et al., 2009).

Estudos dos efeitos de estresses abidticos no desenvolvimento dos vegetais servem
como subsidios para pesquisas agricolas e florestais, aléem de tornarem-se potenciais
indicadores dos mecanismos de tolerancia das plantas as condicGes adversas (Silva, 2013). O
objetivo desse trabalho foi avaliar as alteracbes do metabolismo do nitrogénio em plantas jovens

de andiroba submetidas ao déficit hidrico e alagamento e posterior recuperagéo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O potencial hidrico antemanha (Wam) das plantas mantidas sob deficiéncia hidrica e
alagamento foram reduzidos significativamente com o aumento do nimero de dias de estresse
hidrico, porém, ap6s suspensédo do estresse hidrico a planta ndo conseguiu se recuperar (Figura
1A). Os valores para as plantas sob deficiéncia foram -0,48; -0,89; -1,94, -3,46 e -0,95 MPa,
para as plantas sob alagamento os valores sdo de -0,47, -0,68, -1,07, -2,85 e -0,77 MPa nos
tempos de avaliacdo 0, 10, 20, 30 e suspensdo do estresse hidrico apds 72 horas,
respectivamente. Esses resultados sugerem que a diminui¢do do Wam nas plantas sob
deficiéncia hidrica esta relacionada com o tempo em que as plantas jovens ficaram sem receber
agua.

As plantas com deficiéncia hidrica apresentaram uma maior reducdo do potencial
hidrico em relacdo as plantas alagadas, apresentando um menor declinio no 30° dia do
experimento implantado, essa diminuicdo do potencial hidrico é possivelmente devido ao
aumento da tensdo nos vasos xilematicos, quanto mais negativo o Ww maior esta sendo a forga
necessaria para que a planta absorva do solo a 4gua a ser transportada a parte aérea. Esse
transporte pode ser prejudicado dependendo do grau de severidade da deficiéncia hidrica, na C.
guianensis Aubl. o transporte ap0s o estresse foi parcialmente prejudicado, pois quando
reidratadas as espécies nao recuperaram seu potencial inicial que se encontrava entre -0,48
MPa, obtendo uma recuperagéo de 82,29 %.

Nas plantas sujeitas ao alagamento, a diminuicdo do potencial hidrico deve estar
relacionada com a baixa concentragdo de Oz, apesar das raizes estarem submersa totalmente em
agua, as plantas mostraram uma deficiéncia de agua no tecido foliar. Entretanto, essa
diminuicdo deve ter promovido uma mudanca do comportamento do metabolismo da planta,
tais como, a fosforilacdo oxidativa para a fosforilacdo do ADP para ATP em reacles que
ocorrem exclusivamente na glicolise e na fermentacao, fazendo com que a capacidade de sintese
também mude de 36 ATP, quando da respiracdo aerdbica, para apenas 2 ATP com a
fermentacdo (Oliveira Neto, 2010). As plantas submetidas ao alagamento demostraram uma
recuperacdo de 85,24 %, quando comparado com as plantas controle, decorrido apenas 72 h
apos a suspensdo do estresse hidrico. Estudo realizado por Gongalves et al., (2009), com plantas
jovens de Carapa guianensis Aubl. confirmam que as plantas jovens de andiroba, toleraram
satisfatoriamente periodos de 15 a 30 dias de deficiéncia hidrica. O mesmo autor observou que
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esses periodos de deficiéncia hidrica diminuiram o potencial hidrico foliar para valores entre -
2,0 e - 3,0 MPa, resultados préximos aos obtidos neste estudo.

Os resultados mostram que o0s teores de nitrato diminuiram consideravelmente nas
folhas de andiroba em ambos os tratamentos com resultados mais acentuados no 30° dia de
estresse hidrico, porém, a mais afetada foram as plantas sob deficiéncia hidrica que
apresentaram valores de 0,88 a 0,40 pmoles de NO* / kg MS enquanto as plantas sob
alagamento apresentaram valores de 0,86 a 0,67 pmoles de NO* / kg MS quando comparadas
com as plantas controle que apresentaram valores de 0,91 a 0,90 umoles de NO* / kg MS.

Os resultados encontrados podem ser elucidados pelo envolvimento das rotas
metabolicas para explicar o consumo do nitrato e o transporte de nitrato a parte aérea da planta.
Para as plantas com deficiéncia hidrica, a diminui¢do gradativa de agua no solo pode ter
promovido a redugdo da absor¢do de nitrato do solo pelas raizes o que possivelmente causaria
diminuicdo do transporte deste para as folhas através da corrente transpiratoria (xilema),
diminuindo também a atividade da enzima redutase do nitrato que é altamente dependente do
seu substrato que é o NO™ 3 contribuindo para a reducéo significante para as plantas sob
deficiéncia hidrica (Shaner; Boyer, 1976). Ap0s a suspensdo do estresse hidrico, as plantas sob
deficiéncia apresentaram uma recuperacdo de 5,88 %, quando comparadas com as plantas
controles, ndo recuperando seu valor inicial.

Para as plantas alagadas as reduc6es nas concentracGes de nitrato correspondem a uma
reducdo de energia das raizes (respiracdo) e com isso, o processo de absor¢do ativa de nitrato
pelas raizes e, assim, o fluxo do mesmo diminui também para as folhas. Além disso, a atividade
da enzima redutase do nitrato, mesmo baixa (Figura 1C), utilizou as concentracGes de nitrato
do tecido vegetal da planta, reduzindo os teores de nitrato para as folhas (Figura 1B). Apds a
suspensdo do estresse hidrico, as plantas obtiveram um percentual de recuperacao de 3,76 %,
néo recuperando os teores de nitrato iniciais em 72 h de suspenséo do estresse hidrico.

Resultados encontrados por Freitas (2014), quando trabalhou com plantas jovens de
acapu (Vouacapoua americana Aubl.) confirmam a diminuigdo nos teores de nitrato nas folhas
das plantas submetidas ao estresse hidrico.

A atividade da Redutase do Nitrato (aRN) tambeém foi afetada em ambos os tratamentos,
porém as plantas sob deficiéncia hidrica foram as que mais declinaram em 30 dias de estresse
hidrico. Os valores foram de 0,253 a 0,248; 0,26 a 0,024; 0,251 a 0,051 NO2".g.MF.h" para
plantas controle, sob deficiéncia hidrica e alagadas, respectivamente. Nesse periodo, a plantas

jovens de C. guianensis submetida a deficiéncia hidrica reduziu a aRN a mais da metade da
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atividade inicial. Enquanto que as plantas jovens submetidas ao alagamento, tiveram uma
reducdo inferior as plantas sob deficiéncia hidrica (Figura 1C). A recuperacdo ap0s a suspensao
do estresse hidrico ndo foi satisfatoria, apresentando valores de 43,23 % e 31,68 % para plantas
sob deficiéncia hidrica e plantas sob alagamento, respectivamente. Contudo, o decréscimo da
atividade dessa enzima para 0s tratamentos impostos, deficiéncia hidrica e alagamento, pode
ser provavelmente devido a presenca constante do nitrato (NOs") vindo da reserva do vacuolo
e que por isso, sua atividade foi mantida baixa ou ainda poderia ser devido a sua sintese de novo
(Andrade Netto, 2005). Assim, a redutase do nitrato, principal enzima responsavel por
assimilacdo de nitrogénio pelas plantas, pode ter sua atividade influenciada pela disponibilidade
de agua (Sharma; Dubey, 2005), podendo ser utilizada como parametro indicativo aos estresses
ambientais (Carelli et al., 1991; Oliveira et al., 2005).

Em contra partida, as concentraces de amonio livre apresentaram um aumento
significativo nas plantas submetidas ao estresse hidrico (Figura 1D). Os valores encontrados
foram de 13,02 a 17,96 mmol de NH4"/ kg de MS para plantas com deficiéncia hidrica, e 13,28
a 15,02 mmol de NH4*/ kg de MS plantas alagadas, as plantas controle apresentaram valores
continuos de 12,98 a 12,92 mmol de NH4*/ kg de MS durante os 30 dias de tratamento. Para as
plantas sob deficiéncia hidrica e alagamento, a suspenséo ndo obteve sucesso, uma vez que as
plantas sob deficiéncia hidrica demonstraram uma recuperacdo de 40,16 % e as plantas sob
alagamento apresentaram uma recuperagdo mais expressiva, pois os valores da taxa de
recuperacdo chegaram a 61,27 %. Isso quando comparadas as plantas controle.

Esse aumento, para as plantas sob estresse hidrico pode estar ligado as outras rotas para
formacgdo do mesmo, promovendo um acumulo de amonio através de um descompasso entre
sua desaminacdo, fotorrespiragdo, catabolismo de aminoacidos, Ferreira et al., (2002), aponta a
fotorrespiragdo como uma das rotas da formacdo do NH4". Para Oliveira Neto (2010), a
elevacédo na concentragdo de amonio também ocorre devido a possivel reducdo da fotossintese,
visto que esta mantém o metabolismo do nitrogénio através do fornecimento de energia (ATP)
e pela formacéo de poderes redutores (NADPH, FADH e NADH).

O aumento significativo dos teores de aminoacidos foi expressivo em plantas sob
deficiéncia hidrica com valores de 143,02 a 278,05 umol de AA/g MS, enguanto que as plantas
alagadas os valores foram de 149,58 a 192,52 umol de AA/g MS, quando comparadas com as
plantas controle que apresentaram valores de 140,54 a 159,54 umol de AA/g MS (Figura 2A).
Apo6s suspensdo do estresse hidrico as plantas sob deficiéncia hidrica, ndo obtiveram seus

valores iniciais, ndo recuperando, apresentando valores de 34,87 %, e as plantas alagadas
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apresentaram valores significantes de 76,53 %, porém, ambas as plantas submetidas ao estresse
hidrico, ndo atingiram uma concentracéo relevante quando comparadas com as plantas controle,
néo restabelecendo seus valores iniciais com a suspensao do estresse.

ApoGs a instauragdo do estresse hidrico (semi-moderado ou moderado) é notorio o
incremento de amino&cidos livres (Silva et al., 2010). Dentre os varios amino&cidos
encontrados no vegetal, a prolina e apontada como indicadora de sensibilidade ao estresse
hidrico e é considerada uma variavel fisioldgica confiavel para se avaliar os niveis de tolerancia
a seca de uma planta. Além do papel na regulacdo osmética, atua na protecdo das membranas
e proteinas contra os efeitos nocivos das temperaturas extremas e elevadas concentracdes ions
inorganicos (Turkan, 2011).

O aumento da taxa dos teores de prolina foi evidente desde os 10 dias de estresse, se
acentuando no 30° dia em ambos os tratamentos de estresse hidrico (Figura 2B). Os valores
foram de 2,3 a 7,2 mmol.g™X.MS para plantas sob deficiéncia hidrica, e de 2,41 a 5,5 mmol.g"
1 MS para as plantas alagadas. As plantas controle mantiveram valores continuos de 2,34 a 2,46
mmol.g™*.MS. O periodo de suspenséo do estresse ndo foi o suficiente para total recuperacéo da
espécie, recuperando um percentual de 59,67 % e de 41,14 % para as plantas sob deficiéncia
hidrica e alagadas, simultaneamente.

O acumulo de prolina sob tensdo em muitas espécies de planta foi correlacionada com
tolerdncia a deficiéncia hidrica, e sua concentracdo normalmente € mais alta em plantas
tolerantes que em plantas sensiveis ao estresse (Ashraf; Foolad, 2007).

Nas plantas sob deficiéncia hidrica, o aumento dos teores de prolina pode esta
relacionado possivelmente com o aumento da atividade das enzimas proteoliticas promovendo
uma disponibilidade maior de aminodacidos livres (Figura 2A), no sentido de proteger os tecidos
vegetais contra esse estresse por servirem como reserva de nitrogénio, ja nas plantas sob
alagamento, apesar do aumento dos teores no 30° dias, ndo ocorreu a diminuicdo dos
aminoacidos livres, mas provavelmente o aumento do catabolismo dos mesmos. Apds
suspensdo do estresse, a espécie tenta se reestabelecer, chegando a valores em média de 4,1
mmol.g? MS, porém ndo consegue voltar ao seu valor inicial, possivelmente a espécie
precisaria de um tempo maior para se recuperar totalmente.

Nogueira et al. (2005); Lisar et al. (2012) atestam que o acumulo de prolina ndo pode
ser apontado como um fator de resisténcia e sim um indicador de tolerancia adquirida, uma vez
que em diversos experimentos foi verificado o aumento de prolina nas células das plantas

classificadas como tolerantes, fato que ndo aconteceu nas plantas sensiveis.
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Os processos de sintese e degradacdo da prolina sdo tidos como benéficos as plantas
quando submetidas a condicdes adversas. A biossintese de prolina ¢ ativada e seu catabolismo
é inibido durante a desidratacdo, enquanto que na reidratacdo desencadeia a regulacao oposta,
sua degradacdo pode fornecer redutores necessarios para o suporte de transporte de elétrons
mitocondrial e a geracdo de ATP para a recuperagédo e reparacdo dos danos induzidos pelo
estresse (Szabados; Savoure, 2010).

Os resultados mostraram um acréscimo nos teores de glicina-betaina (Gb), tanto nas
plantas sob alagamento, como sob deficiéncia hidrica, em comparacdo com as plantas controle.
Para as plantas sob deficiéncia hidrica, sob alagamento e plantas controle foram encontradas
concentracdes desse composto de 17,78 a 40,02; 17,02 a 33,35; 16,35 a 15,78 mg.g! MS,
respectivamente (Figura 2C). ApOs suspensdo do estresse, as plantas estressadas nao
conseguiram recuperar seus teores iniciais, demonstrando uma taxa de recuperagéo de 79,55 %
nas plantas sob deficiéncia hidrica e de 83,82 % para as plantas alagadas.

Nas plantas sob deficiéncia hidrica, esse acumulo pode ter ocorrido para proteger o
metabolismo do vegetal, uma vez que a glicina pode manter o balanco hidrico entre a célula
vegetal e o ambiente, contribuindo para uma melhor absorgdo e transporte de &gua do solo &
parte aérea. Além disso, o aumento do valor de glicina-betaina deve-se a provavel formacao de
aminoacidos através da degradacdo das proteinas e dos altos teores de amonio vindo,
possivelmente, da fotorrespiracéo e de processos de desaminagdes (McNEIL et al., 1999).

Imediatamente, com a retomada da irrigacéo, pode ter existido uma rapida contribuicdo
recuperacdo de seu status hidrico. A metabolizacdo da prolina pode ocorrer de diferentes formas
no citosol, como, por exemplo, conversao em outros aminoacidos, utilizacdo na sintese de
proteinas e, principalmente, conversdo em intermediarios do ciclo de Krebs, com estimulo a
respiracao que vai a sintese de ATP (Szabados; Savouré, 2010). Nas plantas alagadas o aumento
da Gb em folhas parece esta também relacionada ao ajustamento osmaticos do hialoplasma de
plantas submetidas a situacdo de estresse (Jaleel et al., 2007), ou seja, 0 acimulo da Gb
contribuiria para uma possivel redugdo do Wx celular durante os periodos dos estresse osmoticos
(Taiz; Zeiger, 2013), favorecendo a absor¢do e transporte de agua do solo a parte aérea da
planta, podendo assim proteger os tecidos das plantas e os processos fisioldgicos, melhorando
a tolerancia da planta ao estresse abidtico.

Em concordancia, Oliveira Neto (2010), verificou um aumento de 59,37 e 84,88 % de
Gb em raizes e folhas de plantas jovens de Hymenaea courbaril L. submetidas ao alagamento

por 30 dias. Entretanto, contrariamente Alves (2010), observou que o alagamento reduziu

42



drasticamente a concentracdo de Gb em plantas jovens de Tabebuia serratifolia, atingindo 86,2
e 82% nas raizes e folhas, respectivamente. Segundo este autor essa diminuicdo parece

demonstrar que a Gb ndo funciona somente como osmoprotetor.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na casa de vegetagdo da Universidade Federal Rural da
Amazonia-UFRA, Campus de Capitdo Poco - PA. As plantas jovens de andiroba provenientes
de sementes foram fornecidas pela AIMEX (Associacdo das Industrias Exportadoras de
Madeira do Estado do Pard) com quatro meses de idade e foram acondicionadas em vasos
plasticos com capacidade para 20 L. O substrato usado foi constituido por latossolo amarelo
distréfico mais esterco bovino curtido na proporcéo de 3:1, respectivamente. Antes do inicio
dos tratamentos, todas as plantas foram colocadas sob sombrite 50 %, irrigadas diariamente
durante um més para manté-las na capacidade de campo e aclimatacdo (Fernandes e Sykes,
1968). Adicionaram-se 200 mL de macro e micronutrientes a cada 15 dias até o inicio do
experimento, na forma de solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), modificada no
laboratdrio de Estudos da Biodiversidade em Plantas Superiores (EBPS), UFRA.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 3 x 5 (trés condices hidricas: controle, deficiéncia hidrica e alagamento, e cinco tempos
de avaliacdo 0, 10, 20, 30 dias e suspensédo do estresse hidrico apds 72 h), com 5 repeticdes,
totalizando 75 unidades experimentais. O potencial hidrico (Wam) foi determinado entre 4:30 e
5:30 h, por meio de uma bomba de presséo do tipo Scholander (m670, Pms Instrument Co,
Albany, USA), conforme descrito por Pinheiro et al. (2007). Como amostras, foliolos maduros
e completamente expandidos foram selecionados do segundo ou terceiro par de folhas maduras
a partir do apice, destacados com auxilio de uma lamina de barbear, entre 9:00 e 11:00 h,
armazenados em sacos de polietileno umedecidos e transportados sob gelo até o laboratério
para as analises, em um tempo maximo de 60 minutos, e imediatamente congeladas
(aproximadamente -20 °C) para posteriores analises bioquimicas. Foi aplicada a andlise de
variancia nos resultados e quando ocorreu diferenca significativa, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Além disso, foram calculados 0s desvios-
padrles para cada tratamento, sendo as anlises estatisticas realizadas pelo programa (SAS-
institute, 1996).
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DETERMINACOES DAS VARIAVEIS BIOQUIMICAS
Determinagéo 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 reagdo foi preparada em tubo de ensaio contendo 100 uL do extrato + 200 pL
de solucdo de acido salicilico 5 % (p/v), em é&cido sulfurico concentrado. Ap6s vigorosa
agitacdo em agitador do tipo vortex, adicionaram-se lentamente 4700 pL. de NaOH 2 N. Em
seguida, os tubos foram deixados em repouso até atingirem a temperatura ambiente por cerca
de 20 minutos. Apos este processo, foram feitas leituras em espectrofotdmetro na absorbancia
de 410 nm. O branco foi feito usando no ensaio agua deionizada em substitui¢do ao extrato. A
concentracdo de nitrato foi obtida a partir de uma curva padrdo com concentragdes crescentes
de NOz (0, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 umol mL™Y). Os resultados foram expressos em mmol de
NOs". kg™ MS de tecido. O método utilizado foi o de (Cataldo et al., 1975).

Determinacéo da atividade da redutase do nitrato

Foram retirados e pesados aproximadamente 200 mg de discos de 0,5 cm de didmetro
das folhas. Logo apo6s as amostras foram colocadas em tubos de ensaio, contendo 5 mL do
tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,5; contendo isopropanol 1% (v/v), KNO3z mM) e estes cobertos
com papel aluminio (tratamento escuro). Em seguida, os tubos foram evacuados com o auxilio
de uma bomba de vacuo, durante 2 minutos. Por seguinte, 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 tampédo 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 produgdo de NO2™ no meio de reagdo, sendo expressa
em pmoles de NO2™. g MF. h™%, a partir de uma curva-padrio obtida com KNOz p.a (Sigma).

O método empregado foi 0 método in vivo preconizado por Hageman e Hucklesby (1971).

Concentracdes 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 agua destilada e levados ao banho-maria por 30 min
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a 100 °C. Apos a extracdo as amostras foram centrifugadas em centrifuga de bancada a 1000
rpm e 0s sobrenadantes coletados para obtencdo do extrato total. Nos tubos de ensaio foram
acrescentados 400 uL de extrato total + 2,5 mL da solucdo A (5 g de fenol + 0,025 g de
nitroprussiato de sodio/ 500 mL de agua destilada) e homogeneizado em vortex, acrescentando
2,5 mL da solugdo B (2,5 g de NaOH + 12,6 mL de hipoclorito de sédio/ 500 mL de &gua
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 concentragdes de aménio
livre foram estimadas a partir da curva-padrdao construida com (NH4)2SOa4 p.a (Sigma). Os
resultados foram expressos em mmol de NH4*/ kg de MS. Para isso utilizou-se 0 método
descrito por (Weatherburn, 1967).

Concentracdes de aminoacidos sollveis totais

Foram pesados 50mg das folhas e das raizes, e colocados em tubos de ensaio com 5 mL
de agua deionizada, fechados hermeticamente e incubados em banho-maria a 100 °C, durante
30 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 6.000 x g, por 10 minutos. Apés a
extracao 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 solugdo 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. Apos 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 reacgdo foi interrompida em banho de gelo, momento em que foram
adicionados 1,5 mL de uma solucéo 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 concentragOes crescentes de uma mistura padronizada de L —
glutamina. A concentracdo de aminoacidos livres totais (AALT) foi determinada segundo

método descrito por Peoples et al.(1989).

Determinacao dos teores de Prolina
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. Ap6s centrifugacéo a 700
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g, por 20 min, o sobrenadante foi coletado e deste utilizado uma aliquota de 1 mL para a
quantificacdo de prolina, iniciada pela adi¢do de 1 mL de ninhidrina &cida e 1 mL de acido
acético glacial 99,5 %. A mistura foi agitada e incubada a 100 °C por 1 h. As amostras foram
resfriadas em banho de gelo e a elas adicionadas 2 mL de tolueno para a separagéo das fases. A
fracdo contendo grupo croméforo foi coletada e a absorvancia (ABS) determinada a 520 nm
em espectofotdmetro UV-Visivel (mod. GenesysTM 10series, Marca Thermo Electron
Corporation, Wisconsin, USA). A concentracdo de prolina foi determinada por meio de uma
curva de calibragdo de prolina e o resultado expresso em mmoL prolina g de matéria seca

(MS). Foram determinados de acordo com Bates et al. (1973).

Determinacao dos teores de glicina betaina

Foi determinada segundo o método de Grieve e Grattan (1983). As amostras foram
maceradas em 2 mL de agua destilada sob agitacdo constante, a temperatura ambiente, por um
periodo de 4 horas, seguindo de centrifugacéo 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 sulfurico concentrado foram adicionados a cada amostra, seguindo de
incubagdao em banho de gelo por 1 hora. Apds 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), apds
centrifugacédo a 3.500 g, por 5 minutos a 0 °C, o precipitado foi dissolvido em 3 mL de 1,2-
dicloroetano, por meio de agitacao vigorosa. Apos 2,5 horas de repouso, a leitura das amostras
foi obtida a 365 nm e para os calculos foi utilizada uma curva padrdo de glicina - betaina. Os

resultados foram expressos em mg glicina — betaina g* MS.
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CONCLUSOES

Plantas jovens de andiroba submetidas ao estresse hidrico promoveram modificacfes
nas rotas metabdlicas do nitrogénio. Essas modificacdes mostraram uma tolerancia maior das
plantas sob alagamento ao longo do experimento.

O status hidrico das plantas, assim como algumas variaveis envolvidas no metabolismo
do nitrogénio nao conseguiu recuperar seus valores inicias apds a suspensao do estresse hidrico.
Todavia, os teores de aménio livre e aminoacidos solUveis totais, o periodo de 72h de suspenséo

foi o suficiente para a retomada dos valores inicias.
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FIGURAS

Figura 1. Potencial hidrico de antemanha (A), teores de nitrato (B), atividade da redutase do
nitrato (C) e teores de amonio livre (D) em plantas jovens de andiroba submetidas ao déficit
hidrico e alagamento. Letras maiulsculas representam diferencas estatisticas entre o0s
tratamentos e as minusculas diferencas estatisticas entre os dias de coletas de um mesmo
tratamento, comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidades, onde as médias
sequidas pelas mesmas letras mailsculas ou mindsculas ndo diferem entre si, as barras
representam os desvios padrdes das médias.
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Figura 2. Teores de aminoacidos soluveis totais (A), teores de prolina (B) e teores de glicina
betaina (C) em plantas jovens de andiroba submetidas ao déficit hidrico e alagamento. Letras
maiusculas representam diferencas estatisticas entre os tratamentos e as minusculas diferencas
estatisticas entre os dias de coletas de um mesmo tratamento, comparadas pelo teste Tukey ao
nivel de 5% de probabilidades, onde as médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas ou
minusculas ndo diferem entre si, as barras representam os desvios padrdes das médias.
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ANEXOS

Anexo 1. Normas para submissdo de artigo, revista Scientia Forestalis.

Normas para Envio de Manuscritos

A revista Scientia Forestalis publica artigos cientificos originais e inéditos relacionados com aspectos
bioldgicos, ecoldgicos, econdmicos e sociais do manejo, producdo e uso de florestas e seus recursos
naturais.

Os artigos submetidos a publicacido devem ser encaminhados eletronicamente a Editora
Executiva:scientia.forestalis@ipef.br

Os artigos devem ser apresentados da seguinte forma:

1. Carta de encaminhamento assinada pelos autores, informando que o artigo é inédito e ndo foi
submetido a apreciacdo de outro periddico;

2. O texto deve conter no maximo 25 paginas numeradas, escritas em espac¢o duplo com 25 linhas por
lauda em papel tamanho carta, utilizando a fonte Arial tamanho 12 pontos;

3. As figuras e tabelas devem ser apresentadas no final do texto, com as legendas em portugués e
inglés e a sua localizagdo aproximada deve ser indicada no texto com uma chamada entre dois
paragrafos.

a. Exemplo: Entra a Figura 2; Entra a Tabela 4;

4. As fotos devem ser enviadas em formato JPEG com, no minimo 300 dpi de resolu¢dao e no maximo
20 cm de largura;

5. Os graficos devem ser enviados no Microsoft Excel ou no formato de fotos, conforme comentado
no item anterior;

6. A primeira pdagina deve conter: titulo em portugués e inglés; nomes completos de todos os autores
com sua titulagdo, vinculacdo e enderecgo postal e eletrénico; e agradecimentos;

7. As referéncias bibliogréficas devem estar de acordo com as normas da ABNT;
8. Ndo sdo aceitas notas de rodapé

Os artigos devem ser apresentados na seqiéncia:

1. Titulo em portugués e inglés;

2. Resumo em portugués e inglés: deve informar os objetivos, a metodologia, os resultados e as
conclusbes;

3. Palavras-chave em portugués e inglés;
4. Introducao, incluindo a revisao de literatura;
5. Material e métodos;

6. Resultados e discussao;
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7. Conclusédo

8. Referéncias bibliograficas
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Anexo 2. Normas para submisséo de artigo, revista Australian Journal of crop science.

Normas para Envio de Manuscritos
Politica editorial:

1) Todos os manuscritos submetidos serdo rigorosamente revisto por 2-5 peritos-avaliadores
externos.

2) Uma decisdo inicial sera feita no prazo de 7-10 dias a contar da data de apresentacdo para ver se o
manuscrito deve ser procedido ainda mais para o processo de revisdo por pares ou nao, depois de
verificar a linguagem minimo Inglés e qualidade cientifica do contetdo.

3) Depois de receber todos os comentarios dos revisores, a decisdo final sera tomada e notificada aos
autores (por edicdo) exatamente com base em recomendacdes revisores.

4) E inteiramente autores a responsabilidade de verificar os requisitos institucionais (com o
departamento de pesquisa) para descobrir se o AJCS coincide com os seus critérios de publicacdo.
Apds o envio, AICS presume que os autores estdo plenamente cientes e concordam com esta politica
editorial e; portanto, ndo aceita qualquer responsabilidade apds a apresentagao.

5) AJCS ndo garante a inclusdo ou indice de materiais publicados em quaisquer bancos de dados
maiores ou menores, de terceiros ou empresas.

1) A linguagem do jornal é Inglés.

Inglés Britanico ou Inglés Americano ortografia e terminologia pode ser usado no artigo. Por favor,
forneca seu manuscrito em, Times New Roman e da fonte (tamanho 12) alinhamento a esquerda em
espaco duplo (ou 1.5), o formato Word. Contribuintes que ndo sao falantes nativos de inglés sdo
fortemente encorajados a garantir que um colega fluente no idioma Inglés, se nenhum dos autores é
assim, reviu o seu manuscrito. A revista tem uma opc¢ao para facilitar a correcdo de idioma em
manuscritos Se os autores ndo tem certeza sobre a correcdo da gramatica e ortografia manuscrito.

Idioma Inglés Edi¢do Servico

Antes da submissdo, os autores que acreditam que seus manuscritos se beneficiariam de edicdo
profissional, especialmente de paises que nao falam Inglés, sdo incentivados a utilizar um servico de
edicdo de linguagem. A lista de exemplos de empresas de edi¢do de Inglés pode ser encontrado aqui.

2) Estilo de papéis

Trabalhos de pesquisa originais geralmente ndao devem exceder 12 paginas de texto impresso,
excluindo referéncias, tabelas e figuras lendas (uma pagina de texto impresso = aprox. 600 palavras).
Um manuscrito de um trabalho de pesquisa deve ser organizado na seguinte ordem: titulo, autor
(es), afiliacdo (s) (se o autor ndo é a ordem correspondente, isto é indicado) Palavras-chave,
abreviacGes, Resumo, Introdugdo, Resultados, discussdo (resultados e Discussdo podem ser
combinados), Material e Métodos, Conclusdo, agradecimentos, referéncias. As tabelas e figuras
(JPEG/75 DPI ou mesmo superior) devem ser colocadas no final do manuscrito, apds a secdo de
referéncia, e numeradas consecutivamente (por exemplo, para as figuras, a figura 1., Fig. 2 ...... e
para tabelas Tabela 1., Tabela 2. etc.). Por favor coloque tabelas e figuras no final do manuscrito
consecutivamente. Por favor, certifique-se de que o tamanho total do seu manuscrito ndo é mais do
que 2-3 MB para fins de revisao.
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