U/fra MINISTERIO DA EDUCAGCAO
SSSS UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA

B
EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA-EMBRAPA «

Amagiesa Oreatal

GUSTAVO ANTONIO RUFFEIL ALVES

ASPECTOS ECOFISIOLOGICOS, BIOQUIMICOS E CRESCIMENTO DE
PLANTAS JOVENS DE IPE-AMARELO ( Tabebuia serratifoligVVahl) Nicholson EM
CONDICOES DE DEFICIT HIDRICO E ALAGAMENTO

BELEM
2010



o

Ufra MINISTERIO DA EDUCACAO
S UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA

[ o2
EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA-EMBRAPA s

Amazieia Orieatal

GUSTAVO ANTONIO RUFFEIL ALVES

ASPECTOS ECOFISIOLOGICOS, BIOQUIMICOS E CRESCIMENTO DE
PLANTAS JOVENS DE IPE-AMARELO ( Tabebuia serratifoligVVahl) Nicholson EM
CONDICOES DE DEFICIT HIDRICO E ALAGAMENTO

Tese apresentada a Universidade Federal Rural da
Amazénia, como parte das exigéncias do curso de
Doutorado em Ciéncias Agrarias, area de concemtraca
Agroecossistemas da Amazobnia, para obtencdo do
titulo de Doutor

Orientador: Engenheiro Agrénomo Prof. Dr. Benedito
Gomes dos Santos Filho.

Co-orientador: Bidlogo Prof. Dr. Roberto Cezar Lobo
da Costa.

BELEM
2010



Alves, Gustavo Antonio Ruffeil

Aspectos ecofisiologicos, bioquimicos e crescimet@glantas
jovens de ipé-amarelflabebuia serratifolia(Vahl) Nicholson) em
condicbes de déficit hidrico e alagamento. / Al&gsstavo Antonio
Ruffeil Alves. - Belém, 2010.

73 f.:il.

Tese (Doutorado em Ciéncias Agrarias/Agroecosiserda
Amazobnia) — Universidade Federal Rural da Amazé&mmddrapa
Amazonia Oriental, 2010.

1 Tabebuia serratifoli®. Prolina 3. Déficit hidrico 4. Lactato
desidrogenase |I. Titulo.

CDD -581.42




o

Ufra MINISTERIO DA EDUCACAO
SEEESE UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA

[ 2
EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA-EMBRAPA «

Amadies Oriestal

GUSTAVO ANTONIO RUFFEIL ALVES

ASPECTOS ECOFISIOLOGICOS, BIOQUIMICOS E CRESCIMENTO DE
PLANTAS JOVENS DE IPE-AMARELO ( Tabebuia serratifoligVVahl) Nicholson EM
CONDICOES DE DEFICIT HIDRICO E ALAGAMENTO

Tese apresentada a Universidade Federal Rural da@&ma, como parte das exigéncias do curso de Eamdo
em Ciéncias Agrérias, area de concentracéo Agrsmstesias da Amazonia, para obtengdo do titulo dedbo

Aprovada em 14 de Outubro de 2010

BANCA EXAMINADORA:

Engenheiro Agrénomo Prof. Dr. Benedito Gomes dogdaFilho - Orientador
Universidade Federal Rural da Amazonia — UFRA

Engenheiro Agrénomo Prof Dr. Marco Antonio Menekiedo -1° Examinador
Universidade Federal do Pard— UFPa

Biologo Prof. Dr. Roberto Cezar Lobo da Costa Egadminador
Universidade Federal Rural da Amazonia — UFRA

Engenheiro Agrénomo Prof Dr. Heraclito Eugénio @iie da Conceicao - 3° Examinador
Universidade Federal Rural da Amazénia — UFRA

Farmacéutica Prof2 Dr2 Maria Auxiliadora Feio Gomé% Examinador
Universidade Federal Rural da Amazoénia — UFRA



A DEUS, pelo dom da vida
A minha maeSAPHYRA RUFFEIL ALVES
A minha irmaMAIRA RUFFEIL ALVES
Pelo apoio incondicional e compreensdo nos momemgosauséncia

para a concretizacao deste trabalho.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A DEUS, pelas oportunidades de crescimento profissie pessoal.

A Universidade Federal Rural da Amazénia e ao sepocdocente, por me proporcionar o
aprendizado e o aprimoramento profissional.

A PETROBRAS através da REDE CTPETRO-AMAZONIA pefmi logistico e financeiro
para a realizacéo deste trabalho.

Ao amigo, Prof. Dr. Marco Aurélio Leite Nunes, danilkrsidade Federal Rural da
Amazonia, pela orientacdo e pelos conheciment@ssaplos, além de sua valiosa amizade e
estimulo na vida académica e pessoal.

Ao amigo, Prof. Dr. Wilson José Mello e Silva Maiga Universidade Federal Rural da
Amazonia, pela orientacéo e estimulo na vida aca#@m

Ao orientador, Prof. Dr. Benedito Gomes dos Saktlh®, da Universidade Federal Rural da
Amazonia, pela orientacéo e estimulo no preseabalino.

Ao Prof. Dr. Roberto Cezar Lobo da Costa, da Usidade Federal Rural da Amazonia, pelo
apoio, orientacéo e estimulo no presente trabalho.

Aos amigos e colegas Allan Lobato e Candido Fexmé Oliveira Neto, pela sua confianga e
amizade, pelas horas de trabalho junto, ligadodisas e as ultimas grandes publicacbes
internacionais.

Ao amigo Iridan Nascimento Silva, pelas horas dedigias e incansaveis na execucgéo deste
trabalho.

Agradecimentos especiais a minha mae, SaphyraiRANes e a minha irma Maira Ruffell
Alves e minha esposa Tatiana Martins Viana da Sibla incondicional ajuda e compreensao
durante a execucéao deste trabalho.

E aos que, direta ou indiretamente, contribuirama @a concretizacdo deste trabalho de
pesquisa.



“4Por isso, ainda que ande no meio da sombra da,morte
N&o temerei males, porque estas comigo.

Tua vara e teu baculo me consolaram.”

(Salmo 22)



SUMARIO

COMPORTAMENTO ECOFISIOLOGICO, BIOQUIMICO E CRESCIME NTO DE IPE-
AMARELO ( Tabebuia serratifolia (Vahl) Nicholsop EM CONDICOES DE DEFICIT

HIDRICO E ALAGAMENTO ..ot cieeeeeee ettt eeeae et te et e e nesaesaesteeaeseeneesennens 11
1 U 11V 11
AB ST RACT ..ttt ettt e e e e oo oo e e e ee e e e e e e e e e e e 12

LINTRODUGAO ...ttt ee ettt ettt ettt et te et e te et esseeansseteseseeneaaeneas 13

2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt seeae ettt st st aenestesteste e aneane e 14

2.1 Descrigcao e importancia do Ipé-amard@labebuia serratifolifi................oooooiiiiiiiiiiiiiicinenn. 14

A B < [od | o o [T [ o o J PP TP PP 15

2.3 Regulacdo da Resposta a0 DEfIiCit HIANCOmmmmmmn rrrrrrrrrriiiiiiiiiiiiieieeee e s s sceeeeeeeee e e e e e e e 18

P =T = Y0 0= 0] (o J 21

SMATERIAL E METODOS ...ttt ettt sttt essaesste et e s aaesreesaeetesnennnens 24

3.1 Caracterizaco dO AMDIENTE...........oi i e e e e e e e e e e e 24

3.2 Delineamento Experimental e Andlise EStatistiCa...........ccuvvvviiiiiiiiiiiiiiiiciieeeeeiviee 24

TG I 0o [0 [¥[or=To o F- TSRl md F= g | ¢= 1S 25

3.4 Varidveis Ambientais € BiofiSICaS........ccuuuiiiiiiiiiiiiiie e 26

3.4.1VAlAVEIS AMDIENTAIS. .....ciiiiiiiiiiee e et e e e e e e e e e e seesaeeees 26

3.4.2VaAlAVEIS BIOfISICAL . .uvttiieiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e eaaennne 26

3.5 Concentracies de ACIAO ADSCISICO........ummmmeereeieeieieieeeeeeseeeeseeeeieeseessses e sessresreasens 26

3.5.1EXIraCa0 € PUITICAGAC........ceiiiiiiiiieiiitt ettt e e e e et e e et e e e e e e e e e e e e e e e s 27

3.5.2Separacdo por HPLC € DeteCGa0 POr MS/V......ccooiiiiiieeieiiiiiie e e e e eeeee e e eeeeaanaens 27

3.6 Determinagéo das Concentragies de NItratQ. . c.c.......uureeeiiiiiiiiiiieeeeeee e 28

3.7 Determinacao da Atividade da Redutase do Mitrat............ccccceevveiiiieeeieiiieeeeceeeeee e 28

3.8 Determinagéo das Concentragdes de AMONIO LIVIE..........uuuuiiieiiiiiiiiiiiiiiiie e eeeeeeiieeeeeee 29

3.9 Determinacao da Atividade da Glutamina SINELAS..........cccoeeeeeeiiieiieiiiiie e 29

3.10 Determinagéo das Concentrag0es de Prolina . .—...........euveeiiiiiiiiiiiieiii e 30

3.11 Determinacao das Concentraces de GlicinafBeta.............ccovveveevvviiiiiie e e 31

3.12 Determinacéo das Concentragfes de AmIinoABioIByeiS TOtaiS. ........oevviiviiieieeriiiicenes 31

3.13 Determinacao das Concentracdes de ProteihRgeBoT OtaiS. ... ...veeveiiieee e eeeeeeaenes 32

3.14 Determinagéo das Concentrag0es de AMIdQ..........coooouvimimiiiiiiiiiiie e 32

3.15 Determinacao das Concentrac0es de SACALQSE...........cevvvvvrrrrriiiiiiiieeeeeeearareeeeeeeeaaeeee 33

3.16 Determinagdo da Concentracdo de Carboidraldgess Totais.............ocoeecvvvvivnens e 33

3.17 Atividade da Alcool Desidrogenase e Lactateiiegenase. ..............c.oovvevinenenn... 34

3.18 Determinagédo dos Teores de Clorofila a, bJ fattb) e Carotendides......................... 34

G R O3 (=2 ox 1 0= o (o P PPPPPPPRPPPPPTR 35

4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........coeuiiiiiiirimmmm et teiesesesesasssesiesssesesee s s sasnsesssssesssssssesens 36

4.1 Potencial Hidrico da Folha, Transpiracéo, Ctamtia Estomatica e Concentracdes de Acido

DSCISICO (ABA)... ittt e mmm ettt ettt e e e eaeeaeeeaaaea s e e s s s aannnneeeeaeeaaeaeeaeeeaaaaannnsssrernnees 36

4.2 Concentracdes de Nitrato e Atividade da RedudadNitrato..............ccceeeeeeeeeeeeiievieceeeneennnns 39

4.3 Concentracdes de Amonio Livre e Atividade dat&hina Sintetase (GS)........ccovvvvvvvvvvnnennn. 41

4.4 Concentracdes de Prolina, Glicina-Betaina, Addidos Soluveis Totais e Proteinas Soluveis

10> PP PPOPPY” 57

4.5 Concentracdes de Amido, Sacarose e CarboidBalaseis Totais............ccceevvvvvvvivirrcenennns 47

4.6 Atividade da Alcool Desidrogenase e Lactatoiflegenase. ..............cceevereeeeeevimemenenes 50

4.7 Teores de PigmentOS FOOSSINTELICOS. .. cooiieeeeiieiiiiiieie e e e ee e e e 52

4.8 Altura da Planta, Diametro do Caule, Numer&aldas e Area Foliar................c..cceeveueennn. 54

4.9 Massa Seca da Parte Aérea, Massa Seca d&RRa#n Parte Aérea/Raiz e Massa Seca Total. 5’
4.10 DEeSCrIGAO MOIOIOGICA. .....ceeiiiiiiiit e ettt e e e e et e e e e e e annneneeeas 60



5 CONCLUSAO

REFERENCIAS ... et e e e e e e e e e e et e e e e rrnaaa



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. A) Esquema da via metabdlica da biossintese denara partir de glutamato em
plantas; B) Compartimentos celulares envolvidopreesso. (Adaptado de VERBRUGGEN,;
HERMANS, 2008).....ccetiiiiiiiiiiiieeeeiiitieeassiieeeaee e s sssttaeeeeeaaasssteeeeaeesssssneeaasasssrseeeeessansnsseeseesans 20

Figura 2. Potencial hidrico (A), Transpiragdao (B), CondutancEstomatica (C) e
Concentragbes de Acido Abscisico (BIn plantasde Ipé- amareloTabebuia serratifolin
submetidas durante nove dias sob déficit hidriatagamento. Beléem-Pa, 2009...................... 37

Figura 3. Concentracfes de Nitrato (A) e Atividade da Redutss Nitrato (B)em plantasle
Ipé- amarelo Tabebuia serratifolia submetidas durante nove dias sob déficit hideco
alagamento. Belém-Pa, 2009................. o eeeerrrrminnneeeeeeeeeeeeseseerrrnreeeer—————————oo—7 40

Figura 4. Concentracdes de Amonio Livre (A) e Atividade dait@mina Sintetase (Bgm
plantasde Ipé- amareloTabebuia serratifolipsubmetidas durante nove dias sob déficit hidrico
e alagamento. Belém-Pa, 2009............uuueeeeeeeieiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e eeeee e eennnr e 41

Figura 5. Concentracdes de Prolina (A), Glicina-Betaina @hinoacidos Soluveis Totais (C)
e Proteinas Soluveis Totais (BIn plantagie Ipé- amareloT@abebuia serratifolia submetidas
durante nove dias sob déficit hidrico e alagameBgtém-Pa, 2009............cccvvvvvvivieeeviecccee. 44

Figura 6. Concentracfes de Amido (A), Sacarose (B) e CaramdrSoluveis Totais (C) em
plantasde Ipé- amareloTabebuia serratifolipsubmetidas durante nove dias sob déficit hidrico
e alagamento. Belem-Pa, 2009...........uuieieeieeeiiiiiiiie e e e e 48

Figura 7. Atividade da Alcool Desidrogenase (A) e Lacato Desjenase (B) em plantas de
Ipé- amarelo Tabebuia serratifolia submetidas durante nove dias sob déficit hideco
alagamento. Belém-Pa, 2009................. o eeeerrrmrinnneeeeeeeeeseerreereeeenreree———————oooo 51

Figura 8. Teores de Clorofila, b, total e Carotendides em plantas de Ipé- amatelbebuia
serratifolia) submetidas durante nove dias sob déficit hidziatagamento. Belém-Pa,2009....53

Figura 9. Altura da Planta (A), Diametro do Caule (B), Numde folhas (C) e Area Foliar (D)
em plantasde Ipé- amareloTabebuia serratifolia submetidas durante nove dias sob déficit
hidrico e alagamento. Belém-Pa,2000........cco i r e e e e 55

Figura 10. Massa Seca da Parte Aérea (A), Massa Seca dgBaiRazado Parte Aérea/Raiz
(C) e Massa Seca Total (D) em planths Ipé- amareloT@abebuia serratifolia submetidas
durante nove dias sob déficit hidrico e alagameBgtém-Pa, 2009............cccvvvvvvveeeeeriecccee. 58

Figura 11. Planta de Ipé- amareld &bebuia serratifolia com quatro dias sob alagamento.
BelEM-Pa, 2009 ...ttt ermeemr e e e e e e e e e e e e e ————aeea e e e e e e e e a e ——————aes 60

Figura 12. Planta de Ipé- amareld d&bebuia serratifolia com cinco dias sob alagamento.
BelEM-Pa, 2009..... ..ottt ermmemr e e e e e e e e e e e e e e e e e e —————ee e e e e e e e e e e a i ——————————aaees 61

Figura 13. Planta de Ipé- amareldlr'dbebuia serratifolip com oito dias sob alagamento.
BelEM-Pa, 2009..... ..ottt rrmeemr e e e e e e e e e e e e e e e e e e —————ae e e e e e e e e e e a i ——————a——aaes 62

Figura 14. Planta de Ipé- amarelddbebuia serratifolia com nove dias sob alagamento.
BelEM-Pa, 2009..... ..ottt ermeemr e et e e e e e e e e e e e e e e e e ———eeeeeeeaaaaaa i ————————a—aeaes 63



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Atributos fisico-quimicos de um Latossolo Amar@&lextura Média no Estado do
PaArA. 2000... ..o e e et e et et a—eaaee et et e eaeeat e aerarr e 24



11

ASPECTOS ECOFISIOLQGICOS, BIOQUIMICOS E CRESCIMENTO DE
PLANTAS JOVENS DE IPE-AMARELO ( Tabebuia serratifolia(Vahl) Nicholso) EM
CONDICOES DE DEFICIT HIDRICO E ALAGAMENTO

1 - RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os aspectosfigolégicos, bioquimicos e o
crescimento de ipé-amarelo sob déficit hidricoagaiento. O experimento foi conduzido
em casa-de-vegetacao localizada no Instituto dec@ig Agrarias (ICA) da Universidade
Federal Rural da Amazonia (UFRA), em Belém, PA,sBrdoram utilizados vasos com
capacidade de 30 L de substrato. O delineamenteriexgntal utilizado foi inteiramente
casualizado sob trés condicBes hidricas: contmbddicit hidrico e alagamento, com 15
repeticdes, totalizando 45 unidades experimentaisgqual cada unidade experimental foi
composta por uma planta.vadsdOs resultados foram submetidos & anélise dencagide
quando ocorreu diferenca significativa, as médisan comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia. O experimento foliz@@o com mudas de sete meses de idade,
apos a germinagdo, e o periodo total de execucd@xgerimento foi de nove dias,
estabelecidos em ensaios preliminares. Os par&natraliados foram potencial hidrico,
transpiracdo, condutancia estomatica, acido abecisoncentracdo de nitrato, atividade da
redutase do nitrato, amoénio livre, atividade daaghina sintetase, prolina, glicina betaina,
aminoacidos livres, proteinas livres, amido, samraarboidratos, alcool desidrogenase,
lactato desidrogenase, teores de clordjlp, totais e caroteno, altura da planta, diametro do
caule, numero de folhas, &rea foliar, massa separt@a aérea, massa seca da raiz, razédo parte
aérealraiz, massa seca total. Em relacdo as comp@es de Prolina nas folhas, ocorreram
diferencas significativas entre os tratamentosdseque as plantas controle, sob déficit
hidrico e sob alagamento apresentaram 2,60; 4(1,05%pmol Pro gMS, respectivamente,
nas raizes ocorreram diferencas significativaseeag tratamentos, sendo que as plantas
controle, sob déficit hidrico e sob alagamento sgr@ram 1,9, 2,8 e 0,2 pmol ProMs,
respectivamente. Na atividade da Lactato Desid@ggiocorreu variacao significativa entre
0s tratamentos, tanto nas raizes quanto nas fdinagelacdo as folhas foram observados os
valores de 0,60, 0,25 e 1,1 moles de NADH H+'Kifg proteina mih no controle, déficit
hidrico e alagamento, respectivamente, nas ratfwamfobservados os valores de 0,5, 0,2 e
1,2 moles de NADH H+ K{ de proteina mih obtidos nos tratamentos controle, sob déficit
hidrico e alagamento, respectivamente. O alagament déficit hidrico promoveram
mudancas em nivel bioquimico, fisiolégico e morfiidd, no qual as plantas sob alagamento
foram observados efeitos altamente prejudiciaiguanto que na situacao de déficit hidrico
as alteracbes sobre o metabolismo do carbono é@rdgénio estéo relacionadas com o ajuste
dos compostos osmoliticos. Portanto, as analistaagfas revelaram que as plantas de Ipé-
Amarelo sdo altamente sensiveis ao alagamenteramtés ao estresse hidrico.

Palavras-chaves: Prolina, alagamento, déficit tadrilactato desidrogenasd,abebuia
serratifolia
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ECOPHYSIOLOGICAL ASPECTS, BIOCHEMICAL, AND GROWTH O F YOUNG
PLANTS OF IN IPE-AMARELO ( Tabebuia serratifolia (Vahl) Nicholson) IN TERMS
WATER DEFICIT AND FLOODING CONDITIONS

2 - ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the ecophggichl, biochemical and growth
aspects of ipé-amarelo under water deficit anddilog. The experiment was conducted in
greenhouse localized in instituto de Ciéncias AggaICA) of the Universidade Federal
Rural da Amazo6nia (UFRA), in Belém city, PA, BraxVe used pots with a capacity of 30L
of substrate. The experimental design utilized wasdomized entirely with three water
conditions: control, water deficit, and floodinggnoposed by 15 replicates and totalizing 45
experimental units, as well as each experimentaivuas formed by 1 plant.pdt The results
were submitted to variance analysis and when oedusignificant difference, the averages
were compared by the Tukey test at the 5% sigmifiedevel. The experiment was carried out
with young plants presenting seven old months,raermination, and the execution total
period of the experiment was of nine days. The rpatars evaluated were water potential,
transpiration, stomatal conductance, abscisic acitlate concentration, nitrate reductase
activity, free ammonium, glutamine synthetase agtiproline, glycine-betaine, free amino
acids, free proteins, starch, sucrose, carbohyratdcohol dehydrogenase, lactate
dehydrogenase, tenors of chlorophgjllb, total and carotenoid, plant height, stem diameter
leaf number, leaf area, shoot dry matter, rootrdagter, ratio shoot/root, total dry matter. In
relation the proline concentrations in leaf, ocedrsignificant difference among treatments,
being that control plants, under water deficit, dlbding presented 2.60; 4.10, and 0.15
umol Pro @ DM, respectively. In addition, the proline in roalso presented significant
difference among treatments, with control, watdictteand flooding presenting 1.9, 2.8, and
0.2 umol Pro g DM, respectively. In lactate dehydrogenase activitgurred significant
variation among treatments in root and leaf. Iratieh the leaf were showed the values of
0.60, 0.25, and 1.1 moles of NADH H+ K@f protein.mif* in control, water deficit and
flooding, respectively. Additionally, the root wakowed the proline values of 0.5, 0.2, and
1.2 moles of NADH H+ Kg of protein. mifi- obtained in control, water deficit and flooding
treatments, respectively. The flooding and watdicdepromoted changes in biochemical,
physiological and morphological levels, in whicketplants under flooding were showed
intense effects and strong damages, while thattuatgon of water deficit the modifications
on carbon and nitrogen metabolisms are related adjnstment due to action of osmotic
compounds. So, this study revealed Ipé-Amarelotplare highly sensitive to flooding and
tolerant to water deficit.

Key words: Proline, flooding, water deficit, lactatehydrogenas@&abebuia serratifolia
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3 — INTRODUCAO

O Ipé- amarelo Tabebuia serratifolia(Vahl) Nicholson) ocorreno Brasil, Guiana
Francesa, Guiana, Suriname, Venezuela, Coldmbiaadfr, Peru e Bolivia. No Brasil,
estende-se da Amazénia, Nordeste, até S0 PauimaEespécie caracteristica das florestas
pluviais densas, desde o nivel do mar até altitdées200m, ocorrendo também em florestas
secundarias e campinas, prefere solos bem dre(lZ@8ENZI, 2002.)

A silvicultura brasileira, até o presente momenteye sua atividade voltada
principalmente para a produgdo de matéria-primaa pas industrias vinculadas a
transformacdo de madeira e fibras, tendo as pldesagestritas as espécies exaoticas, por
terem atendido melhor as necessidades industmaipredutividade. Porém, € sabido que
algumas espécies nativas que ocorrem no Brasipstemcialmente aptas para plantacoes,
podendo concorrer para a diversificagdo de ofegtandtéria-prima para fins mais nobres,
como serraria, laminacao, industria moveleira, eottras (SCHNEIDERt al, 2000).

O ipé-amarelo é uma espécie florestal nativa deoiitépcia relevante em funcao de
suas utilidades econdmicas, ornamentais e ecofghraore caducifdlia apresenta o periodo
da queda das folhas coincidindo com a floragcaoodemarela vistosa, durante os meses de
novembro e dezembro, na regido Nordeste do Bresilo um belissimo efeito paisagistico
(BIONDI & REISSMANN, 2002)

O ipé-amarelo,Tabebuia serratifolia(VVahl.) Nich., trata-se de uma arvore que pode
atingir 25 m de altura, tronco reto e cilindrice, 60-80 cm de diametro, frutos deiscentes
com sementes aladas, ocorrendo anos de baixa dwmanproducao de sementes. O curto
periodo de viabilidade das sementes e sua floragéal sdo também fatores que limitam a
manutencado de um banco de sementes, 0 que, consaqgaeate, limita os estudos sobre essa
espécie. E sabido, entretanto, que além dos fag@negencionados, existem outros que, em
muitos locais, inibem a germinacao imediata, tam@ denso tapete graminéceo, pisoteio do
gado e queimas periddicas, falta de sincronia emtépoca de producdo de sementes e a
estacao chuvosa (SOUZ&, al, 2005).

O crescimento e a distribuicdo das plantas nos sstesias sao controlados
principalmente pela falta ou excesso de agua. @belgicimento e desenvolvimento das
mesmas podem ser afetados pela inundacdo, a quedséonada por diversos fatores tais
como enchentes, tempestades, drenagem deficient¢HADDAD et al, 2000). Em plantas
sensiveis, a inundacdo reduz o crescimento e aweéncia. Por outro lado, plantas

tolerantes suportam temporariamente as condicdesd@da por até poucos dias e o periodo
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de sobrevivéncia sob alagamento é variavel enpécess florestais (BAILEY-SERRES &
VOESENEK, 2008).

O ipé-amarelo € uma espécie muito utilizada napem@agcdo de areas desmatadas,
principalmente em areas degradadas pela explometiolifera na Amazoénia. Entretanto,
varios problemas tém ocorrido na sua utilizagcdmcjpalmente morte de espécimes no
periodo chuvoso, devido a compactacdo dos solosomeamdo a inundagdo dos mesmos.
Contudo pouco ou quase nada se sabe sobre seurtamgato ecofisioldégico sob condicdes
de déficit hidrico e alagamento. Com isso, o obgetieste trabalho foi avaliar os aspectos
ecofisiolégicos, bioquimicos e de crescimento @eamarelo sob condi¢cdes de déficit hidrico

e alagamento.

4 - REVISAO DE LITERATURA

4.1 — Descrigao e importancia do Ipé-amar&kbgbuia serratifolia

A Tabebuia serratifolia(Vahl) Nicholson (Bignoniaceae), conhecida popukmte
como ipé-amarelo € uma espécie arbdérea que atm@e2dm de alturad tronco cilindrico
reto pode medir 60-80 cm de diametro e a copa d8miametro. A casca, de 10-15 mm de
espessura, é pardo-acinzentada, fissurada e ddsgerem pequenas placas. As folhas sao
opostas, digitadas e 5-folioladas. Os foliolos sBlmngos, ovais a lanceolados, com apice
acuminado e base arredondada a acuneada; apreseptmisténcia membranacea a
subcoriacea; superficie glabra em ambas as facesowupélos nas axilas das nervuras
secundarias da face inferior; a margem é serrea€laado-serreada ou raramente inteira. As
flores hermafroditas sdo livres ou em triades owetde pedunculadas, dispostas em
conjuntos umbeliformes nas pontas dos ramos. @ecd@i a corola apresentam estrutura
tubular com cinco I6bulos. O calice de coloracaeesteada é ligeiramente pubescente. A
corola amarelodourada mede 6-8cm de comprimentdru® € uma vagem septicida,
coriacea, glabra, linear, de 20-65 cm de comprimer®,5-3,5cm de espessura. As sementes
numerosas sao retangulares, laminares, leves, oasasas hialinas e curtagrtencente a
familia Bignoniaceae (FERREIRét al, 2004).

E uma arvore do tipo caducifdlia, sua folhagemnévada anualmente; as folhas caem
no inverno e aparecem logo apés a floracdo, queende julho a outubro (LORENZI, 2002).
Ocorre no Brasil, Guiana Francesa, Guiana, Surin®ieeezuela, Coldmbia, Equador, Peru e

Bolivia. No Brasil, estende-se da Amazodnia e Ndelegé Sio Paulo. E uma espécie
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caracteristica das florestas pluviais densas, desderel do mar até altitudes de 1200m,
ocorrendo também em florestas secundarias e camfEiRREIRAet al, 2004).

O ipé-amarelo possui interesse econémico madeireinsamental e medicinal. A
madeira é empregada em marcenaria, construcbedagesaestruturas externas, tanto civis
quanto navais. A arvore é utilizada em paisagisnaoberizacdo urbana por causa de suas
atrativas flores amarela (FERREIR# al, 2004). O seu principio ativo € o lapachol, uma
naftoquinona que esta presente tanto nas cascasul® como na serragem da madeira
(MATOS, 2000).Vérias espécies do généabebuiacontém na casca e no cerne do caule
quantidades variaveis do lapachol e outras subatisanilares, dotadas de forte atividade
bactericida (PARKet al, 2005), fungicida (PORTILL@t al, 2001), antiofidica (NUNE2t
al., 2004) e antitumoral (CHENNAL al,, 2001).

Segundo Schneidet al (2000), tem-se dado atencdo ao plantio de espéaigosas
nativas, existindo poucas informacgfes sobre ealegirocesso silvicultural dessas espécies
na formacéo de povoamentos.

A frutificacdo do Ipé-Amarelo inicia-se no final deés de janeiro, prolongando-se até
meados de fevereiro, quando os frutos amadurecsgnabrem, liberando grande quantidade
de sementes aladas que apresentam pequeno pegividditidade (REITZt al, 1988).

Como as sementes de ipé-amarelo ndo suportam saern@dos de armazenamento, é
aconselhavel efetuar a semeadura logo ap6s a teplhed entanto, devido as altas
temperaturas e frequentes estiagens no periodesspersfo € necessario armazena-las para
posterior semeadura no inicio da estacao chuvas® /P& GOMES, 2000).

4.2 — Déficit Hidrico

A seca é um estresse multidimensional que afetplaagas em diversos niveis de
organizacao, sendo definida basicamente como urmanstancia na qual as plantas sofrem
reducdo no seu crescimento e produtividade devideuiciéncia de suprimento de dgua no
solo ou a um grande déficit de umidade do ar (PRERA, 1997). A baixa disponibilidade
hidrica é atualmente o principal fator ambienta Gonita 0 crescimento e a produtividade de
plantas em todo o mundo, e as mudancas climatioasig provavelmente contribuirdo para
que a falta de agua se torne um fator de restdgéta maior da producdo em diversas areas
(CHAVESet al, 2003).

Os efeitos do déficit hidrico variam em funcdo desxbos fatores, como a intensidade

do estresse, velocidade de imposicdo e estagioedendolvimento em que a planta se
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encontra (KRAMER & BOYER, 1995). A reducdo da disjpididade hidrica pode ser
determinada pela queda no potencial de égum;a (KRAMER & BOYER, 1995), parametro

gue na maioria dos casos é o primeiro sinal pedtoebievitado pela planta. O conteddo de
agua nos tecidos € mantido em condicfes nao-emttessde forma que as taxas de perda e
captacdo de agua estejam em equilibrio, o qualséersado, em principio, devido ao
movimento estomético. Modificages no desenvolvima&ue aumentam a razdo raiz/parte
aérea, a capacidade de acumular agua nos tecidespessamento da cuticula e sua
permeabilidade também sédo fatores de grande inmpixtéa manutencdo do equilibrio do
teor de agua em tecidos vegetais (VERSLEES., 2006).

Durante estagios iniciais do estresse, um pequessedamento do solo é suficiente
para induzir o aumento da concentracao de aciddsadxs (ABA) no xilema (HARTUNGet
al., 2002). Também ocorre alteracdo da condutividédi@diica da raiz e do xilema (JAVOT
& MAUREL, 2002) que, ao transportar o ABA acumulagode levar ao fechamento dos
estdbmatos nas horas mais quentes do dia (TARDIERIMONNEAU, 1998) e redugcao no
crescimento das folhas, enquanto o crescimentoaizss € mantido (HSIAO & XU, 2000).
A manutencdo da expansao radicular e a diminuigdcondutancia estomatica melhoram o
desempenho de espécies cultivadas durante a séalto, nesses casos ocorre queda nas

taxas fotossintéticas devido a menor captacéo d;p@l@s estdmatos, e o crescimento das

raizes requer energia que € desviada de tecidossiotéticos e reprodutivos. Além disso,
com o prolongamento do estresse esses mecanistimelos para evitar a perda de agua néo
oferecem mais protecdo contra os efeitos do baotengial hidrico (VERSLUES:t al,
2006).

Com a diminuicdo da transpiracdo em casos de tifiiico severo, a planta perde a
habilidade de manter o equilibrio entre a capta@erda de agua, j& que os niveis de 4gua
tanto no solo quanto nas células sao baixos. Coamamsmo de tolerancia, as plantas devem
evitar a dessecacao celular, seja impedindo o @ftux promovendo o influxo de agua. O
primeiro caso ocorre devido ao espessamento daeasular e o segundo é resultado do
acumulo de solutos na célula, que reduz o poterasahtético (PS), em um processo

denominado ajustamento osmotico (ZHANGaL, 1999).

Esses solutos sdo denominados solutos compatiesisglitos compativeis ou
osmoprotetores e podem ser acumulados em grandeidpdes, nao interferindo no
metabolismo celular, além de apresentarem outra®és protetoras (YANCEXt al., 1982).

Aminoacidos como a prolina, compostos quatern&iositras aminas como glicinabetaina e
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poliaminas, e uma variedade de aguUcares e alcawiscdcar como manitol, trealose,
galactinol e rafinose, estdo entre os principaisteg® compativeis acumulados durante o
estresse (MAHAJAN & TUTEJA, 2005).

A limitacdo no desenvolvimento das plantas impofelo estresse ocorre
principalmente devido a quebra no balanco de caxbgne é dependente das taxas de
fotossintese e respiracdo. Mais da metade do tl]tﬂIaCO2 assimilado é consumido no

processo respiratorio para manutencao e crescir@on@m, esse equilibrio € perdido durante
a falta de agua (FLEXAS®t al, 2006). Atualmente existe consenso entre autdeegue 0

fator que leva a queda da fotossintese nesse aasedéizida difusdo do CZGtmosférico ao

sitio de carboxilacdo (CHAVES & OLIVEIRA, 2004),jaalevido a resisténcia estomatica ou
menor condutancia no mesofilo (WARREN al, 2004). Além disso, baixos potenciais

hidricos impedem processos fotossintéticos devidrepizos no transporte de elétrons e na
fosforilacdo oxidativa (LARCHER, 2000).

Ainda, quando plantas desidratadas sdo expostaf@s dipos de estresse como altas
temperaturas ou luminosidade, pode ocorrer fotmady que é a reducdo no potencial
fotossintético quando a atividade dos fotossistemanaxima, produzindo poder redutor
(NADPH) e energia quimica (ATP) que ndo sao condampelo ciclo de Calvin, devido a
baixa disponibilidade de CZO(LUDLOW & POWLES, 1988). Como ndo ocorre a

transferéncia dos elétrons provenientes da fotaseagua, estes levam a formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que oxidanialniente compostos dos fotossistemas
(PS), como centros de reacdo do PS Il e proteina& Bdimbém diversas moléculas biologicas
(MAXWELL & JOHNSON, 2000). O principal mecanismo dessipacdo de energia nesses
casos envolve o ciclo das xantofilas, que atua coma importante estratégia na tolerancia
ao estresse (DEMMING-ADAMS & ADAMS, 1996).

Diversos parametros fisioldégicos envolvidos na ostpao déficit hidrico sdo passiveis
de quantificacdo. Esse monitoramento promove unimicio precisa das condi¢cdes do
sistema solo-planta-atmosfera e € pré-requisita passibilitar a reproducao e interpretacéo
de experimentos. O estado da agua nos substratogecidos vegetais pode ser determinado
diretamente a partir de medi¢des do contetdo loidoic por medidas baseadas no estado de
energia da agua nesses sistemas (JONES, 2007).

Diversas abordagens e ferramentas podem ser débzpara medidas do contetudo de
agua nos substratos. Uma medida basica, que podesada para calibracdo de outros
métodos, € avaliar diretamente a umidade no sotonpemidas gravimétricas, através da
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diferenca entre o peso dos solos em capacidadeanipoce apos a restricdo de agua
(KIRKHAM, 2004).

Além dos métodos para medicdo direta das relacdescds, estudos utilizam
indicadores indiretos do estado da agua basead@nalises do crescimento de plantas ou
em respostas fisioldgicas conhecidas por serentatidas de déficits hidricos (JONES,
2007). As analises de crescimento incluem avalmdéemudancas morfométricas em ramos,
folhnas e frutos, assim como reducdo da expansadace¢ de taxas de crescimento
(FERERES & GOLDHAMER, 2003). Ja os parametros liigjecos envolvem respostas como
o fechamento estomatico e reducéo de taxas fotésas (JONES, 2007).

As taxas de transpiragdo aumentam linearmente coaumento da condutancia
-2 -1
estomatica, e podem ser expressas em mrg(blrhi .S . A perda de agua para a atmosfera

também pode ser estimada através da quantificagd@oodimento hidrico nas plantas, pela
determinacao do fluxo de seiva do xilema. Essasdasdém sido realizadas com base em
metodologias de fornecimento de calor no caule ce Wtéizadas por varios autores, que
adotaram este método tanto em plantas herbaceds M AN & HAN, 1990), como em

plantas lenhosas (MARIN, 2000). Em citros, o fldeseiva xilematica pode atingir valores

-2 -1
de 150 g.m.h , no momento em que ha maior demanda evaporatianiasfera, e esses

valores podem decair a mais da metade em situasfressantes.

4.3 — Regulacéo da Resposta ao Déficit Hidrico

O estresse em plantas causa mudancas em suastesndé crescimento que alteram
ou prejudicam a homeostase no metabolismo. Taisangad requerem um ajuste das vias
metabolicas, visando adquirir um novo estado deeostase, em um processo denominado
aclimatacao ou tolerancia (MITTLER, 2006).

De uma forma geral, o processo de aclimatacdo emvana série de mecanismos
complexos que se iniciam com a percepcdo da pkmtastresse, a partir da qual ocorre
ativacdo de vias de transducdo de sinais que dedsiam a sintese de proteinas e outros
compostos (SHULAEVet al, 2008). Essas proteinas e compostos induzem staspo
bioguimicas e fisioldgicas que envolvem o fechameastomatico, reducdo no crescimento
celular e na fotossintese e ativacdo da respira(BAMAGUCHI-SHINOZAKI,
SHINOZAKI, 2007).

O déficit hidrico induz a sintese do fitorméniodacabscisico (ABA), responsavel pelo
fechamento dos estébmatos e ativacdo de genesoreddois a seca. Entretanto, alguns genes
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envolvidos na resposta ao estresse parecem namdespo ABA, o0 que indica a existéncia
de vias ABA-dependentes e ABA-independentes dagiiv de genes induzidos por estresses
ambientais (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005)Muitos desses genes foram
identificados por andlises dmicroarrays em Arabidopsis, e seus produtos podem ser
classificados em dois grupos. No primeiro encontsamas proteinas que parecem atuar
diretamente na tolerancia a estresses abibticawo cchaperonas, proteinas LEAafe
Abundant Proteins osmotinas, proteinas anti-congelamento e dediga mRNA, enzimas
para biossintese de osmodlitos, aquaporinas, tremsipoes idnicos, de acucares e de
aminodacidos, enzimas detoxificadoras e proteasBa\¥Bet al, 2000). O segundo grupo
contém fatores envolvidos na regulagéo ou transdde&inais durante a resposta ao estresse,
sendo denominadas proteinas regulatorias. Esteagemams fatores de transcricdo, proteinas
quinases e fosfatases, enzimas do metabolismo s#lifddeos e outras moléculas
sinalizadoras como proteinas de ligagdo a calmualullYy AMAGUCHI-SHINOZAKI,
SHINOZAKI, 2007).

O acumulo de prolina em plantas ocorre em res@sistresses ambientais como alta
salinidade, déficit hidrico, temperaturas extrenmastais pesados, presenca de patdégenos,
anaerobiose, deficiéncia nutricional, poluicio aféica e radiagdo UV
(SIRIPORNADULSIL et al, 2002). A presenca do estresse induz a sintepeotiea e inibe
a sua degradacao, sendo que a concentracdo doaaidmmessas condi¢des varia entre as
espécies vegetais e depende do nivel do estresgeahdoram expostas (DELAUNEY &
VERMA, 1993), podendo acumular 100 vezes mais de em condicbes normais
(VERBRUGGEN & HERMANS, 2008).

Sabe-se que a prolina desempenha um importanté pdgetativo na tolerancia das
plantas ao estresse, principalmente devido a soaripdade osmoprotetora. Durante
situacOes de seca e alta salinidade, o seu acueslita em aumento na osmolaridade da
célula, que leva ao influxo de agua ou reducéofiix@ e promove a manutencdo do turgor
necessdria para a expansao celular (KAVI KISH®DRL, 2005).

A prolina parece interagir com enzimas e outrasefimas preservando suas estruturas e
atividades, além de atuar como mediador do ajust@mesmotico e estabilizador de
estruturas protéicas (VAN RENSBUR@ al, 1993). Em plantas superiores, a prolina é
sintetizada via acido glutamico (glutamato) ou timai A primeira ocorre no citoplasma e em
cloroplastos, e é considerada a principal via, @ajmente sob estresse osmotico (KAVI
KISHOR et al, 1995).
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A Pirrolina-5-carboxilato Pirrolina-5-carboxilato

sintase (P5CS) Espontiineo redutase (P5CR)

Glutamato —» Glutamato semialdeido <= Pirrolina-5-carboxilato == Prolina

Pirrolina-5-carboxilato Prolina desidrogenase
desidrogenase (P5CDH)

B - = == =Sintese de prolina (citosol e cloroplastos) == == —p
<« — — Degradacao de prolina (mitocondrias) == == == =

Figura 1. A) Esquema da via metabdlica da biossintese dénara partir de glutamato em plantas; B)
Compartimentos celulares envolvidos no processgagfado de VERBRUGGEN; HERMANS, 2008).

O catabolismo da prolina é reprimido durante oess& osmotico em plantas (PERG
al., 1996), porém uma vez recuperadas, a prolina aleagia durante o estresse € oxidada a
P5C pela prolina desidrogenase (PDH), também chandadprolina oxidase, a primeira
enzima na via de degradacdo do aminoacido. O R&5@{aé convertido a glutamato pela P5C
desidrogenase (P5CDH). Ambas as enzimas atuam ¢mcomdrias e somente a P5CDH
também ocorre no citoplasma (KAVI KISHOR al, 2005). A via de degradacéo da prolina
também é utilizada para estudos de toleréncia tnesss. Plantas d&. thalianaantisenso
para PDH acumularam niveis maiores de prolina esaptaram-se tolerantes ao estresse
salino e ao congelamento (NAN&Dal, 1999).

O acumulo da prolina ndo ocorre somente como ré&spas estresse. Estudos
demonstram o papel que ela exerce durante o ddgenento de plantas, principalmente no

florescimento e formacéo do grao de polen (DURINED8). A biossintese da prolina regula

a razao NADE’/NADPH, cuja variacdo afeta o fluxo de carbono pedaoxidativa da pentose
fosfato (HARE & CRESS, 1997). Isso leva a formagho precursores para sintese de
fenilpropandides ou metabdlitos secundéarios durangstresse e consequentemente resulta
em mudancas nas propriedades fisicas da paredarakcamulo de lignina. Por outro lado,
a inversao no fluxo de carbono pela via da penftosfato leva a sintese de purinas que por
sua vez aceleram a divisédo celular no periodoaeezacao.

A ciclagem redox gerada pelo metabolismo da protem@abém é um importante
mecanismo de defesa antioxidante sob condi¢Oes sttesge. Isso porque moléculas
antioxidantes como glutationa e o ascorbato devenmantidos em estado reduzido, e o
NADPH gerado a partir da via da pentose fosfatcepmuresentar essa funcao (ALéAal,
2001).



21

4.4 — Alagamento

O estresse causado pela saturacdo hidrica do kwolimee os espacos anteriormente
ocupados pelo ar, limitando as trocas gasosas catmasfera. Em poucas horas as raizes e
microrganismos consomem @ @issolvido na agua, criando um ambiente no sqOXiIEo
ou anoxico. O solo tornando-se hipoxico ou andleéva as raizes a uma situacdo de estresse
fazendo com que as plantas respondam com maior enormeficiéncia, permitindo a
distincdo entre espécies tolerantes e intolerardesbaixa disponibilidade de 0
(ARMSTRONGet al, 1994).

Kozlowski e Palardy (1995) sugerem que a inundagd@sencadeia uma série de
processos que influenciam as caracteristicas figidmicas e biolégicas do solo, sendo um
dos fatores que pode levar a uma rapida reducatwi@ade fotossintética.

O grau de injaria e a capacidade de sobrevivénem mlantas a inundacdo sao
influenciados pela altura da lamina de agua, a etracdo de § de CQ e de etileno
dissolvidos na agua, do pH e da turbidez (dtCal, 1999). Esses fatores afetam processos
metabolicos primordiais a sobrevivéncia dos veget@mo as trocas gasosas foliares, as
relacdes hidricas, absorcdo de macro e micro ntege a particdo e translocacdo de
fotoassimilados, a producao de biomassa, entre(REZESHKI, 2001).

Em um solo com drenagem deficiente, quando ocomadacdo, 0S espacos porosos
sdo preenchidos pela agua. Para as plantas, appiireteito imposto pela inundagéo é o
impedimento das trocas gasosas entre o sistentalia@dé o espaco poroso do solo, visto que
a resisténcia de difusdo de muitos gases € aprdammente 1000 vezes maior na dgua que no
ar (ARMSTRONGet al, 1994). No caso dofa velocidade de difusdo na agua é 100 vezes
menor que no ar (THOMSON & GREENWAY, 1991) e suaaamtracdo no ar é 30 vezes
maior que dissolvido na agua, fazendo com que medads mm e ndo mais do que poucos
centimetros da superficie de um solo inundado aptesy condicbes aerdbicas
(ARMSTRONGet al, 1994). Entretanto, ap0s 24 h de inundacédo, eonpératura ambiente
superior a 20 °C, pode haver esgotamento total glaldsolo devido ao consumo por
microrganismos, fauna e raizes (DRE&Y al, 2000), ocasionando o acumulo de gas
carbbnico, metano, etileno e géas sulfidrico (LIE®A& al, 2000).

Quando a respiracdo aerdbica cessa nas raizesaiameente ocorre uma queda nos
niveis de energia (ATP) e, como conseqléncia, he& neéthucdo na absorcdo e transporte de
ions que demandam a atividade de ATPases, poderafionar uma reducdo nas trocas

gasosas entre a planta e o ambiente (LIAO e LIN1R0Entretanto, € necessario salientar
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que em se tratando de nutricdo mineral, as respbsialogicas de plantas tolerantes diferem
das néo tolerantes ao alagamento (KOZLOWSKI, 1995).

A diminuicdo da condutancia estomatigg) (€6 uma das primeiras respostas ao estresse
ambiental, contudo se esta condicdo continuar porlongo periodo 0s mecanismos
envolvidos sdo mais complicados que simplesmentedacdo degs, implicando em
limitacdes bioquimicas da taxa de fotossintese EFLet. al,2009).

O encharcamento do solo assim como a submerséb datplanta afeta a fase
fotoquimica nas folhas, com isso ha uma diminuidas reacdes a nivel cloroplastidico e,
consequentemente uma reducdo no fornecimento dgi@ngerada pelo fotossistema Il
afetando os processos fotossintéticos subsequentes, resultado imediato ha uma reducao
no crescimento que pode ser irreversivel apds madeen da agua (KRAMER & BOYER,
1995).

Ha hipoxia quando a presséo parcial ddiita a producdo de ATP pela mitocondria
(DREW, 1997), sendo o metabolismo hipoxico car&ddo pela atividade simultanea da
respiracdo limitada (metabolismo aerdbico) e alggmau de fermentacdo (metabolismo
anaerobico). A anoxia ocorre quando a producdo @B pela fosforilacdo oxidativa é
desprezivel em relagdo ao gerado pela glicoliseneentacdo (DREW, 1997).

A sintese de etileno pelos tecidos é fortementmpvida pela hipoxia, mas blogueada
pela anoxia, devido ao requerimento de ldre para a conversdao de ACC (acido 1-
aminociclopropano 1-carboxilico) para etileno, p&2C oxidase (PENGt al, 2001). No
sistema radicular inundado, durante a diminuicdoddponibilidade de & a respiracao
aerdbica é substituida parcialmente pela glicGiskermentacdo. Neste caso, a respiracao
mitocondrial € limitada pela falta de,@omo aceptor final de elétrons. A fermentagéo
corresponde a um periodo excepcional e transitdoiometabolismo das raizes, onde a
producdo de ATP cai de 36 para 2 moles por mol lob®@sg metabolizada (SOUSA &
SODEK, 2002).

Na respiracdo anaerdbica, pela falta dec@mo aceptor final de elétrons, ocorre o
acumulo de intermediarios no ciclo de Krebs, dirngaa da disponibilidade de NADe
acumulo de piruvato. A partir do piruvato sdo pmdaos os principais produtos da
fermentagdo em tecidos vegetais: etanol, lactedtamina. Embora a atividade conjunta da
glicolise e fermentacdo permitam apenas a sintegada de ATP, pela fosforilacdo ao nivel
de substrato, regenera-se NAD+ e remove-se 0 eaxcdss protons (MORARD &

SILVESTRE, 1996). A injaria e morte das raizes témo atribuidas ao acumulo de
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metabdlitos toxicos produzidos durante a fermewtdgéncipalmente etanol), diminuigdo no
metabolismo energético e a falta de substratosgeespiracdo (DREW, 1997).

A regulacéo do pH citosdlico € considerada o fd&terminante da sobrevivéncia do
tecido vegetal a deficiéncia de,.QA acidificacdo do citosol tem sido atribuida anda
lactico. Entretanto, estudos cinéticos envolvendmancas na concentracdo de lactato, pH
citosolico e nucleotideos, depois da transferépara anoxia e com posterior reoxigenagao,
demonstram que o pH citosélico muda muito maisdeapente que a concentracao de lactato
e a mudanca esta relacionada com o decréscimo &e &b sugere que o decréscimo de
ATP ¢é a principal causa da acidificacéo do citogog pode ocorrer pela inibicdo da bomba
de protons, devido a baixa concentracdo de ATPIl& lgeeracdo de H+ no citosol via
hidrélise de ATP (RICARDet al., 1994).

As reservas de amido nas raizes sdo considerad#&&citianobilizacdo durante a
inundacdo do solo e podem rapidamente prover csaeggi para o metabolismo anaerdbico
(PERATA et al, 1992). A quantidade de amido nas raizes dimmarcadamente nos
primeiros dias de inundacdo, aumentando os teergfiabse e frutose (LIAO & LIN, 2001).
Entretanto, o transporte de fotoassimilados agsadaminui devido a reducéo da demanda de
carboidratos destas ou pelo colapso do sistem@ngpbrte de fotoassimilados, diminuindo a
taxa fotossintética das folhas, que mesmo assimm@am amido (HSt al, 1999).

O excesso de agua no solo causa a reducdo imadifitaca de gases entre a planta e o
ambiente (LIAO & LIN, 2001). A anoxia ou a hipoxsafrida pelo sistema radicular altera o
metabolismo celular, provocando queda imediataespiracao das raizes, tanto em plantas
tolerantes como nas intolerantes (LIAO & LIN, 200A) deficiéncia de oxigénio reduz a
producdo de ATP, afetando diversos aspectos ddooiestao celular (FUKAO & BAILEY-
SERRES, 2004). Essa queda na producdo de ATPngestoi suprimento de energia para o
crescimento das raizes, reduzindo o desenvolvingara da planta.

Respostas da parte aérea ao estresse impostozas palo alagamento podem ser
mediadas por mudangas no fluxo de substancias estowis sistemas (JACKSON 1985).
Dentre estas mudancas, € importante ressaltar onudcld de ACC (acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico) nas raizes solgat@ento e seu transporte para a parte
aérea, onde é convertido a etileno (BRAILSFORDal,1993).
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5- MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacas andlises laboratoriais foram
realizadas no Laboratério de Fisiologia Vegetalbasnpertencentes ao Instituto de Ciéncias
Agrarias (ICA), da Universidade Federal Rural daa&dnia (UFRA), em Belém-PA, Brasil
(01°27'S e 48°26'W) no periodo de 20/01/2009 a 2@@09. O substrato utilizado para o
crescimento das mudas foi uma mistura de 3:1:1csdrés partes de terra preta (constituida
do solo latossolo amarelo, textura média, previdenseco ao ar e retiradas as impurezas
através dos processos de peneiramento e catagda)parte de esterco de galinha e uma
parte de humus de minhoca. Foram realizados tpetéminares para verificar a capacidade
de campo do substrato, calagem para a correcadl dio solo e suplementagdo de macro e
micronutrientes com base na analises fisico-qusricasolo (tabela 1), aplicando-se 600 mL
de solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950jditla em doses de 200 mL por més,

durante o experimento.

Tabela 1. Atributos fisico-quimicos de um LatossAloarelo textura média, no Estado do
Para. 2009

Atributos Fisico-Quimicos

Areia  Areia Argila  Argila

Grossa Fina Silte Total Natural
g/Kg
345 357 163 116 20
pH pH N MO P K Na Ca Cl:\/?ng Al x Cu Mn Fe zn
KCl % g/Kg g¢/Kg mg/dm3 cmolC/dm3 mg/Kg
49 43 02 126 = 22 11 0,6 0,9 0,9 6,1 08 1021714

5.1- Caracterizacdo do Ambiente

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacée, apresentou, durante o
periodo de avaliacdes, temperatura do ar (Tar)mairde 24,5 °C, maxima de 39 °C e
média de 31,75°C, Umidade Relativa do Ar (UR) vat@entre 53,3% a 91% com média
de 72,15%. Determinou-se, também, a Temperatufeolie (Tfol) que em média foi de
30,3°C e a Radiacdo Fotossinteticamente Ativa (Rft&) variou de 4amol % s* a 968
umol 2 s* (as 13h00). Com as médias da Tar, Tfol e UR,dhiudado o Déficit de Pressao

de Vapor D’agua entre a folha e a atmosfera (RAPyue variou de 0,38 kPa a 1,89 kPa.

5.2- Delineamento Experimental e Andalise Estatistic
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O delineamento experimental utilizado foi inteiranteecasualizado com trés condi¢gbes
hidricas: controle, déficit hidrico e alagamentomcl5 repeticdes, totalizando 45 unidades
experimentais, compostas de uma (1) planta/vasoapiwada a analise de variancia nos
resultados e quando ocorreu diferenca significaiganédias foram comparadas pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Além digsiocgalculado o desvio-padréo das médias
de cada tratamento, sendo as analises estatistighsadas usando-se o programa SAS-

Institute (1996) e embasadas nas teorias estatigireconizadas por Gomes & Garcia (2000).

5.3- Conducéo das Plantas

Foram realizados experimentos preliminares pararm@tar o periodo em que as
plantas que foram submetidas ao déficit hidrictageemento permaneciam vivas em uma das
situagOes. Foi observado que 10 dias de alagantantou a morte das plantas. Assim, a
duracdo do periodo de estresse foi de nove diast&sregimes hidricos: plantas irrigadas
normalmente (controle), plantas sob déficit hidrisaspensdo da irrigacdo) e plantas sob
alagamento (manutencédo de Iamina d’agua de cersasteacima do nivel do solo).

Durante o periodo experimental as plantas comstrimieam irrigadas diariamente para
repor a agua perdida pelo fenbmeno da evapotragdpir sendo feita individualmente para
cada vaso, levando em consideracao as pesageias diarconjunto (vaso + planta + solo) e
também do controle da vegetacdo espontanea a gartapina manual, sem ocorréncia de
deficiéncia nutricional, pragas e patdgenos. Ogsfulos vasos do tratamento alagado foram
vedados para evitar a drenagem da agua.

Foram utilizadas mudas de Ipé- Amarelo com 7 melesdade, provenientes de
sementes coletadas na Provincia Petrolifera ddJRiou, Base Operacdes Geodlogo Pedro de
Moura- “URUCU”, municipio de Coari-AM. As sementiesam coletadas em Junho de 2008
em 19 areas: RUC 06; RUC 10; RUC 31; RUC 25; JAZI®Z 06; JAZ 21; JAZ 16; CL 10;
CL 33; CL 11; CL 05; CL 04; SUC 03; SUC 02; SUC QUC 29; LUC 39; LUC 40. Apoés a
coleta, as sementes foram acondicionadas em sazopapel e transportadas para o
laboratério de Fisiologia Vegetal da UFRA, Belém;:RAde foram transferidas para vasos
contendo substrato corrigido a acidez e estadoiciartal (adubacdo de macro e
micronutrientes), conforme analise do solo (TabEla Antes de serem submetidas aos
tratamentos, as plantas dabebuia serratifoliaVahl) Nicholson, passaram por um periodo
de aclimatacdo de sete meses. Dessa forma, aagkstavam com sete meses de idade no

inicio dos tratamentos.
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Os vasos utilizados tinham 0,30 m de altura po® 3de diametro, com capacidade
para 30 L de substrato. Cada vaso foi completanstr@i® com substrato, sobre uma camada

de 0,02 m de pedra britada para facilitar a dremadye solo.
5.4- Variaveis Ambientais e Biofisicas
5.4.1 — Variaveis Ambientais

As variaveis ambientais como a temperatura e a adwidrelativa do ar, foram
determinadas ao longo das medi¢des de trocas gasdsda@ando-se um termo-higrometro
(mod. 5203, Incoterm, RS, Brasil); e o déficit degsédo de vapor d’agua entre a folha e
atmosfera (DP¥,) foi estimado matematicamente, segundo Lameeed (1998), levando-
se em conta a temperatura do ar (Tar), umidadévieldo ar (UR) e a temperatura da folha
(Tfol).

5.4.2 — Variaveis Biofisicas

A temperatura da folha, a transpiragdo e a condist&@stomatica foram determinadas
por meio de um porémetro portatil de equilibrio&fimco (mod. Li 1600, Licor, Nebraska,
USA), sob luz e C@ ambientais. A Radiacdo Fotossinteticamente AtiREA) foi
determinada utilizando-se um sensor quantico adoga porometro.

As medi¢Oes foram realizadas nas folhas definitevéstalmente expandidas e, sempre,
no horério das 10:00 h, coincidindo com a retirdas amostras para as analises bioquimicas.

O potencial hidrico da folhay() foi determinado entre 9:00 e 10:00 h, utilizaiséo
uma Bomba de Pressdo de Scholander (mod. PMS rresttuCo, Corvalles, USA),
conforme descrito por Da Mat&h al, (1993).

5.5- Concentracbes de Acido Abscisico

As amostras de folhas e raizes foram coletadas esmm horario em que foram
realizadas as analises de trocas gasosas. Foratadad cinco discos foliares, de 1,25cm de
diametro, de folhas completamente expandidas @eiterou quarto par a partir do apice e
cinco gramas de raizes foram coletadas aleatorimenm sistema radicular de plantas
controles e estressadas. ApOs a coleta, as amadstridhas e raizes foram imediatamente

congeladas em N liquido e posteriormente secastifae
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5.5.1- Extragao e Purificagéo

Foi utilizado o protocolo descrito por Rastsal (1995), com algumas modifica¢des. Os
tecidos de folhas e raizes secas em estufa deagiocude ar forcado foram macerados em N
liquido com 100% de Polivinil Polipirolidona (PVRPRoram utilizados 50 mg de massa seca
de folhas e 200 mg de massa seca de raiz. Em sedaiccolocado o solvente de extracao
(acetona/HO/4cido acético: 80/19/1). Para folhas utilizouts® mL e para raiz 2,5 mL do
solvente de extracdo. O extrato foi transferidaapautro tubo. O almofariz foi lavado com
mais 500 pL do solvente de extracao (acetogflétido acético: 80/19/1) e transferido para
0 mesmo tubo, adicionando-se 40 mg de(-)-5,8",8I8ABA deuterado. As amostras foram
entdo agitadas por 40 min a 4°C e centrifugada®@05< g/10 min/4°C). O sobrenadante foi
coletado e transferido para outro frasco e o resi@wado com mais 250 pL do solvente de
extracdo e centrifugado (15.000 x g /10 min/4°C¥pbrenadante foi novamente coletado e
adicionado ao primeiro sobrenadante. Os sobreneslastmbinados foram liofilizados e
dissolvidos em 100 pL de metanol/acido acéticol(PBiais 900 uL de ¥ /4cido acético
(99/1) e, em sequida, centrifugado (15.000 x g /4AC). O sobrenadante foi transferido
para coluna de extracao de fase sélida (SPE) (Gh®sl,Waters, Mil Ford, MA, USA) e o
ABA foi diluido com 1 mL de metanolA®/acido acético (80/19/1). O extrato foi liofilizae
o concentrado foi ressuspendido em 220 uL de (3%HB/acetonitrila com 0,07% de acido
acético), agitado em baixa velocidade por 5 mirfCj4%onicado por 5 min e centrifugado

(15.000 xg/10 min/4°C). O sobrenadante foi, em seguida, teaiol® para via injetora.
5.5.2- Separacédo por HPLC e Deteccéo por MS/MS

As separacdes cromatograficas das amostras desfellraizes foram feitas em um
cromatografo liqguido de alto desempenho (Shimadaguio, Japdo) acoplado a um
espectrometro de massa triplo quadrupolo (Micromassdelo Quattro Il com fonte Z-
spray™, Manchester, Reino Unido). O HPLC possuia duasbasnt.C-ADvp, um detector
UV/VIS SPD-10ADvp, um auto-injetor SIL-10ADvp e ugontrolador de sistema SCL-
10Avp.

As analises foram feitas por cromatografia liquadaplada a espectrometria de massa
no modo de ionizacaelectrospraynegativo (HPLC/MS/ESI-). As amostras foram anabksad
utilizando-se de uma coluna cromatogréfica C-18&®ugil (Supelco; 15 cm de comprimento

X 4,6 mm de diametro interno, cinco mm de tamarhpatticula), com fluxo de 0,3 mL min
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! Os eluentes usados foram acido férmico 0,1% (Apetonotrila (B). O gradiente linear
utilizado foi de 15% até 100% de B em 20 min, 1@(#8B por mais 5 min, 100% a 15% de B
em 2 min e 15% até 30 min. O comprimento de ondecis@ado foi de 252 nm. As
condicOes de ionizacdo foram: voltagem do capiadklV, temperatura da fonte de 100°C e
temperatura de dessolvatacao de 200°C, voltagecom® de amostragem e extrator de 30 V
e 5V, respectivamente, energia de colisdo de fue de gas de secagem -400t, Huxo

de gas de dessolvatacdo de 15™Léh argdbnio como gas de colisdo. Os dados foram
processados pelo software MassLynx NT (versaoMi@omass, Altricham, Reino Unido).
A detecgéo e quantificacdo de ABA nas amostrasrfdestas mediante o monitoramento de
reacbes multiplas (MRM) via selecdo de transicdondessa especifica da molécula de
interesse (para o ABA, 263 153 e, para 0 ABA( 267— 156).

5.6- Determinacéo das Concentracdes de Nitrato

O método utilizado foi o de Catal@t al, (1975). Amostras de 50 mg de folhas e raizes
previamente liofilizadas, foram adicionadas em sude ensaio contendo 5,0 mL de agua
destilada, e estes incubados em banho-maria paniB0tos a 100 °C. Em seguida foi
centrifugada a 3.000 rpm por 10 minutos e retimdobrenadante. A reacéo foi preparada em
tubo de ensaio contendo 10D do extrato + 20Q.L de solucéo de &cido salicilico 5 % (p/v),
em acido sulfarico concentrado. ApoOs agitacdo eitadgy do tipo vortex, os tubos foram
adicionados lentamente 4.7QQ de NaOH 2N. Em seguida os tubos foram deixados em
repouso até atingirem a temperatura ambiente poaae 20 minutos. Apés foram feitas
leituras em espectrofotdmetro na absorbancia dendil@® branco foi feito usando no ensaio
agua deionizada em substituicdo ao extrato. A cdragiio de nitrato foi obtida a partir de
uma curva padréo com concentracdes crescentes g\O,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e Jufol
mL™). Os resultados foram expressos em mmol dg.N@* MS de tecido.

5.7- Determinacéo da Atividade da Redutase do tditra

Foi empregado o método vivo preconizado por Hageman & Hucklesby (1971). Foram
pesados, aproximadamente, 200 mg de discos des miftdhas de 0,5 cm de diametro. As
amostras foram colocadas em tubos de ensaio, dmtermL do tampéo fosfato 0,1 M,
pH=7,5; contendo isopropanol 1% (v/v), KRl®m e estes cobertos com papel aluminio

(tratamento escuro). Em seguida, os tubos foraroued®ms com o auxilio de uma bomba de
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vacuo, durante 2 minutos. ApGs, os tubos foramcaalos em banho-maria a 30 °C, por 30
minutos, na auséncia de luz. Em tubos de ensatipx, foram adicionados aliquotas de 1
mL de tampao fosfato + 2 mL do extrato diluido 0 L de sulfanilamida 1% + 1,0 mL de
N-1-naftiletilenodiamina dicloridrato (NNEDA) 0,02%otalizando um volume final de 5 mL.
Em seguida, os tubos foram deixados em repousolpominutos. A leitura foi no
espectrofotdbmetro a 540 nm contra o branco (3,0raLtaimpado fosfato + 1,0 mL de
sulfanilamida 1% + 1,0 mL de NNEDA, 0,02 %). O résdo da atividade da redutase do
nitrato foi estimada através da producdo de, N®@ meio de reacdo, sendo expressa em

umoles de N@. g.MF* . h%, a partir de uma curva-padrdo obtida com KNG (Sigma).
5.8- Determinacéo das Concentracdes de Amoénio Livre

Foi utilizado, segundo o método de Weatherburn {0 mg de massa seca (MS) das
raizes e folhas em p6 foram pesados e colocaddslea de ensaio de 15 mL, adicionando-
se 5 mL de agua destilada e levados ao banho-p@rid0 min a 106C. Apos a extracdo as
amostras foram centrifugadas em centrifuga de ban€h000 rpm) e os sobrenadantes
coletados para obtencao do extrato total. Nos tdbamnsaio foram acrescentados g0Gle
extrato total + 2,5 mL da solucdo A (5 g de fend,®25 g de nitroprussiato de sédio/ 500
mL de agua destilada) e homogeneizado em vortegs@ntando mais 2,5 mL da solu¢édo B
(2,5 g de NaOH + 12,6 mL de hipoclorito de s6di@05mL de agua destilada) e foi
novamente agitado em vortex, levando os mesmatabdoanho-maria por 20 min a .

Os tubos foram removidos do banho-maria e em saglgdkados em repouso por 40 min, e
levados para fazer a leitura no espectrofotomet@:nm e usando-se agua destilada (em
substituicdo ao extrato) + reagentes como bransocohcentracdes de amonio livre foram
estimadas a partir da curva-padrdo construida ddRY){SO, p.a (Sigma). Os resultados

foram expressos em mmol de NHKg de MS.
5.9- Determinacéo da Atividade da Glutamina Sisteta

As folhas e raizes foram trituradas em almofarizhado em gelo. Adicionou-se 0,2 g
de massa seca das raizes e folhas em pé em 5 nilH2vmL + 1mL/ 2 minutos cada) de
tampéao de extragdo TRIS-HCI 25 mM, pH=7,6, conteddomM de MgCi . 6 HO + 10
mM de [3-2-mercaptoetanol + P.V.P. 5% (p/v) + 5 mM de EDNA- Depois de trituradas,

foram filtradas em pano fino de seda e centrifugad&0.000 g (21.000 rpm), em centrifuga
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refrigerada a 4 °C , por 30 minutos. O sobrenadaht®ngelado para posterior analise.

A atividade da glutamina sintetase foi determinpdibb métoda‘in vitro” segundo
Kamachiet al, (1991). A reacéo foi preparada, em tubo de ensam 60QuL de tampéao de
reacao TRIS-HCI 0,25 M, pH=7 + 2Q0L de glutamato de sédio 0,3 M, pH=7 + 30Q de
ATP 30 mM, pH=7 + 20 L de Mg SQ . 7 HO 0,5 M + 500u L de extrato de folhas +
200 L de solucao de hidroxilamina (NKDH 1,0 M + NaOH 1,0 M, na proporc¢ao 1:1). Foi
misturado, em vortex e incubado em banho-maria &230por 30 minutos. Em seguida,
removeu-se os tubos do banho-maria e adicionadqub@® solucéo férrica [Fe¢l 6 HO
10 % (p/v) em HCI 0,2 M + &cido tricloroacétich €.A.) 24 % (p/v) + HCI 50 % (v/v), na
proporcao 1:1:1] e centrifugado em centrifuga desam& 7.000 g, durante 10 minutos. A
leitura foi feita em espectrofotdmetro a 540 nnana®-se agua destilada + reagentes (exceto
solucdo de hidroxilamina), como branco. A atividadke glutamina sintetase (GS), foi
determinada a partir da curva padrdo \dglutamil-hidroximato e os resultados foram

expressos mmoles dgglutamil-hidroximato / kg MS de tecido/hora.

5.10- Determinacéo das Concentracdes de Prolina

Foi utilizado o método descrito por Bates, Waldgemeare (1973). 50 mg massa seca
das raizes e folhas (MS) em p6 foram pesados segaida, levados para tubos de ensaio de
15 mL e adicionados 5 mL de agua destilada e cdtmcam banho-maria durante 30 min a
100 C. Apds a extracdo, as amostras foram centriigyddrante 20 minutos em centrifuga
de bancada (1.000 rpm), logo apdés o processo deifegacédo, foi retirado 1 mL do
sobrenadante de cada amostra e transferido imegiata para os tubos de ensaios, no qual
foram adicionados + 1,0 mL de ninhidrina acida 6 hL de &cido acético glacial (99,5%)
(os tubos foram fechados hermeticamente) e agitantosortex e colocados novamente em
banho-maria a 10CC por 1 hora. Apds 1 hora, a reacgao foi interra@miom banho de gelo e
adicionando 2,0 mL de tolueno e agitado em vor@ax2® s (o tolueno extraiu a substancia
croméfora formando um complexo colorido = roseaparmelho). Assim que foi atingindo
a temperatura ambiente, foi feito o processo deagsim com o auxilio de uma pipeta Pasteur
de plastico a fase ndo-aquosa (croméforo + tolueparte superior). A leitura foi feita em
espectrofotometro a 520 nm usando tolueno comacbraks concentragdes de prolina foram
determinadas a partir da curva-padrdo com L-proprea (Sigma) e os resultados foram

expressos emmol prolina/g MS.
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5.11- Determinagéo das Concentra¢des de Glicinanibset

O método utilizado foi segundo Grieve & Grattan§3P Foram transferidos 25 mg de
massa seca das folhas e raizes para tubos epmeddo® mL, adicionado 2 mL de agua
destilada e agitado por 4 h no agitador de me$a’@ Pextracio a frio), sendo centrifugado a
10.000 rpm por 10 minutos a 26, apods a centrifugagdo foi coletado o sobrenadpaita
obtencéo do extrato aquoso e descartado o pretopita

Nos eppendorfs de 2 mL adicionou-se ph0do extrato aquoso + 250 de H,SO, 2N
(diluicdo da amostra 1:2), e os eppendorfs perogaam durante 1h no banho de gelo (na
geladeira de Da 4 C), e adicionado 20QL de KlI-I, gelado, mantido durante 16h £CO
(banho de gelo na geladeira deaD4C). O processo de centrifugacdo foi de 15 minutos,
10.000 rpm a GC. eliminando-se o sobrenadante. Foi lavado o pitado 2 vezes com 2 mL
de HSO; 1N gelado com centrifugagdes por 5 minutos, 10a®, 0°C para cada lavagem
(ndo agitando enquanto estiva sendo lavado). Apdavagens, foi dissolvido o precipitado
em 3 mL de 1,2-dicloroetano agitando em vortexaizando-se diluicdes 1:6 (diluicdo para a
curva) ou testadas outras maiores (1:12, 1:24 48 para as amostras - a diluicdo vai
depender da quantidade de glicina-betaina preggitaAssim depois de 2 a 2,5 h de
descanso, as leituras foram realizadas em espaéimdtro a 365 nm, usando-se agua
destilada + reagentes, como branco. Durante toglosaio foi mantido as amostras entre as
temperaturas de 8C a 4°C. Para os célculos, uma curva padrdo de glicitaie foi

preparada e os resultados foram expressos em myitdVis.
5.12- Determinacéo das Concentracdes de AminoaSididseis Totais

A concentracdo de aminoacidos sollveis totais (AABI determinada segundo
método descrito por Peoples al (1989). Farinhas de tecido vegetal liofilizadofdkas e
raizes (50 mg) foram colocadas em tubos de ensamSenL de agua deionizada, fechados
hermeticamente e incubados em banho-maria a 1@fi@nte 30 minutos. Em seguida, os
tubos foram centrifugados a 6.00@xpor 10 minutos. Apéds a extracdo o sobrenadarte fo
coletado e desenvolvido a reacdo para dosagemndio®acidos. Aliquotas de 0,1 mL do
extrato foram colocadas em tubos de ensaio e atassde 0,4 mL de agua mille-Q. Em
seguida 0,250mL de uma solucdo tamponada, pH bsiteredo 0.2 mol.L-1 de citrato;
0,250mL do reagente de ninhidrina (KCN 0,1 mmol.&-dinhidrina 5% em methoxy etanol)
foi adicionado. Apds misturar em vortex os tubaario hermeticamente fechados e colocados
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em banho-maria, onde permaneceram pelo tempo derlios a temperatura de 100° C. Em
seguida, a reacao foi interrompida em banho de gebmnento a qual adicionado 1,5 mL de
uma solucdo de etanol 50% (V/V). ApGs isso os tybersnanecerem por 20 minutos em
temperatura ambiente e em seguida, foi realizadeitasas em espectrofotometro, a 570nm,
sendo os teores de aminoacidos livres totais, rdatado com base em uma curva padréo
ajustada a partir de concentragdes crescentes @enistura padronizada de L — glutamina.

5.13- Determinacao das Concentracdes de Protethage® Totais

As concentracdes de proteinas soluveis totais faleterminadas segundo o método de
Bradford (1976). Em tubos de ensaio de 15 mL foaalicionados 100 mg de p6 da matéria
seca (MS) das raizes e folhas em 5,0 mL do tamp&xulacdo (Tris-HCI 25 mM pH 7,6).
Em seguida os tubos ficaram sobre o processo dacagi durante 2 horas no agitador de
mesa, com 0s tubos devidamente lacrados. Apogacart os tubos foram centrifugados em
centrifuga de bancada (2000 rpm por 10 minutogarRaolocados nos tubos de ensaios 100
UL do sobrenadante apOs a centrifugacao + 2,5 mledgente de Bradford. Apos este
processo o0s tubos manualmente foram agitados dafigente (para ndo desnaturar as
proteinas). Com 15 min. de repouso as leiturasrfarmlizadas no espectrofotometro a 595
nm, contra o branco que encerra 100de agua + 2,5 mL do reagente de Bradford. As
concentracdes de proteinas soluveis totais foréimadas a partir da curva-padréo construida

com soro albumina bovina p.a (Sigma). Os resultémliasn expressos em mg proteina/ g MS.
5.14- Determinacéo das Concentracdes de Amido

O método utilizado foi segundo Dubast al, (1956). Foi feita uma extracdo etandica
(50 mg do p6é da matéria seca (das raizes e fallig8)mL de etanol 80%, 30 min a°8D) e
depois foi feita uma nova extracdo, sendo que agoma 5,0 mL de HCIQ30% por 30
minutos a 25C. A primeira e a segunda extracdo foram levades gentrifugar (2000 rpm
por 10 minutos) e coletados os sobrenadantes. Rersamantes de cada extragdo foram
unidos e aferidos ao volume para 10 mL com 4gutlatizs para obtencédo do extrato total.
Nos tubos de ensaio foram colocados il0Gdo sobrenadante + 4Q0. de HO destilada e
posteriormente agitando-se em vortex, em seguitdaoadndo-se 0,5 mL de fenol 5% e
agitando no vortex, logo depois foi adicionado amfemente e de uma unica vez no centro

do tubo (com pipeta graduada) 2,5 mL d&S6, concentrado e novamente feita a agitacao
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dos tubos em vortex e levado apos 20 min de repaaisspectrofotdmetro a 490 nm. Para o
calculo das concentracdes de amido utilizou-se cumea-padrao de glicose e os resultados

mmol de glicose/g de residuo.

5.15- Determinacéo das Concentracdes de Sacarose

As determinacdes das concentracdes de sacarosefftas segundo o método de Van
Handel (1968). 30 mg de massa seca das raizebas fldram homogeneizadas em tubos de
eppendorf de volume de 2,0 mL, contendo 1,5 mLotigcdo de MWC (metanol, cloroférmio
e agua; 12:5:3 v/vlv), e agitado em um agitadomésa durante 30 minutos a temperatura
ambiente. A solucéo foi centrifugado a 10000 rpmJibminutos e coletado o sobrenadante e
o residuo, foram novamente extraidos com igualmelde MWC, seguindo-se uma nova
centrifugacdo e coleta dos sobrenadantes, no guadesmos foram reunidos para obtencéo
do extrato total.

A cada 2,0 mL do sobrenadante adicionou-se 0,5 entlatoférmio e 75QL de agua
deionizada, seguindo-se sob agitacdo e centrifog@€®0 rpm, 10’) para a separacdo da fase
aquosa. ApoOs esse processo foi retirada com umetapige Pasteur a fracdo aquosa
metandlica (superior) e transferido para tubos risaie, a partir dai os tubos com a fragcéo
aquosa metandlica foram levados ao banho-mariaiecatps a 3% por um periodo de 30
minutos a 45 minutos para evaporacdo do clorofomesidual e entdo foi determinado o
volume restante.

A quantificacdo das amostras foi realizada tomasel@liquotas de 100L da fase
aquosa adequadamente diluida, adicionandaqulOfe KOH 30%. Apdés a vigorosa agitacao
a mistura foi aquecida a 1WD por 10 minutos e, apds o resfriamento, foi ad@im
imediatamente 3,0 mL de solugdo de antrona 0,2n%@ado sulfdrico e a mistura ficou sob
agitacdo e aquecida a®@por 20 minutos respectivamente. Apos resfriameaddaram-se
as amostras por 10 segundos e foram realizad&st@s$ em espectrofotobmetro a 620 nm.
Para os calculos, uma curva padrao de sacaropeefmrada e os resultados foram expressos

em mg de sacarose/ g MS.

5.16- Determinacgéo da Concentragdo de Carboidsataseis Totais

Foi utilizado, segundo Duboit al, (1956),. 50 mg de massa seca (MS) das raizes e

folhas em po foram pesados e colocadas em tubessa@éo de 15 mL e homogeneizados com
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5 mL de agua destilada e colocados em banho-mari8® min. a 100C. Os tubos de
ensaio foram retirados do banho-maria e levadoa patracdo das amostras através da
centrifugacdo em centrifuga de bancada (1000 rpmante 10 minutos, retirou-se uma
aliquota de 10QlL do sobrenadante (realizando o teste de diluigédd com 40QuL de HO

em tubos de ensaio e sob agitacdo e homogeneiatgiéés do vortex. Depois foi adicionado
0,5 mL de fenol 5% e agitando novamente vortexi@@thdo uniformemente e de uma Unica
vez no centro do tubo (com pipeta graduada) 2,5delH,SO, concentrado. Assim, foram
agitados os tubos colocados na bancada para repoug0 minutos e sua leitura foi feita no
espectrofotometro a 490 nm, tendo como o brancdilaagdo de agua destilada (em
substituicdo ao extrato) + reagentes, que forawcedos nas seguintes proporcdes de 0,5 mL
de 4gua destilada + 0,5 mL de fenol 5% + 2,5 mH&0,. Para o calculo das concentracdes
de carboidratos sollveis totais utilizou-se umaayradréo de glicose e os resultados foram

expressos mmol de glicose/ g MS.
5.17- Atividade da Alcool Desidrogenase e Lactagsibrogenase

Para a extracdo das proteinas, os tecidos vefmtamns entdo homogeneizados em meio
extrator, com a seguinte composi¢cdo em mol.m-3p&nTris-HCI (pH 6,8), 50 ; Na+ 110;
EDTA, 1; tiamina pirofosfato (TPP), 0.5; Mg+2 , ZHitiotreitol (DTT), 2. Em seguida, foi
feita a centrifugacdo a 200@Qor 10 minutos a 4C. Aliquotas de 100 mL do sobrenadante
foram adicionadas a mistura de incubacéo espegificaa cada enzima, cujo volume final foi
de 3 mL. A mistura de incubacao para a &lcool deg&hase foi composta em mol.m-3 por
tampéao Tris-HCI (pH 8,9), 50; ditiotreitol (DTT) BNAD 0,25; e 100 mL de etanol a 96%. A
reacao foi quantificada na direcdo da oxidacaotdoot (BERTANIet al, 1980). A mistura
de incubacéao para a lactato desidrogenase foi cstanpan mol.m-3 por tampéo Tris-HCI (pH
9,9), 50; glicina, 100; sulfato de hidrazina, 51@ mL de lactato de sodio. A reacédo foi
quantificada na direcdo da oxidacdo do lactato (HO&N & HANSON, 1986). Apés trés
minutos a 25C, a atividade das enzimas foi quantificada a 34Qutilizando-se NAD + H+

como padréo.
5.18- Determinacéo dos Teores de Clorofila a, ) {a+b) e Carotendides

O método utilizado foi segundo Lichthenthaler (1)987oram coletados 100 mg de

tecido foliar e homogeneizado a amostra num alnmfeom 0,1g de CaCfOuma pitada de
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areia e 5 mL de acetona 80% em abrigo de luz. Wertextrato num tubo de centrifuga de
mesa e foi lavado o almofariz por duas vezes comh. le acetona 80%. O tubo foi envolvido
com papel aluminio. Depois o tubo foi centrifugg@do 10 min, a 10 °C, a 6000 rpm. Verteu-
se 0 sobrenadante cuidadosamente em baldo com evalean25 mL encapado com papel
aluminio, e completado o volume com acetona a 808b.tomada uma aliquota e lido a
absorvancia a 470, 646,8 e 663,2 nm. O extratdfaidaxposto a luz durante as leituras. Os
valores de absorvancia que néo se situaram e2re 0,8 foi feita uma diluicdo do extrato.
Ao diluir o volume foi completado sempre com acatam 80%. As concentracdes de
clorofilas e carotenéides (em md).. foram calculadas e transformadas para mmo! Mg
pelas seguintes férmulas:

- Clorofilaa= Ci= 12,25 A632-2,79 Pess s

- Clorofilab = G= 21,50 Aues- 5,10 Ass32

- Clorofilas totais = G{p)= 7,15 Ase3 2+ 18,71 Auss

- Carotenoides4nofila + carotengs= (1000 Aizo— 1,82 G— 85,02 ) /198

5.19- Crescimento

As determinacdes do crescimento foram baseadas emunacdes realizadas no final
do periodo experimental. Foram mensurados:
1. Altura de Planta — medida da superficie do atdm apice da planta, através do uso de uma
trena. O resultado foi expresso em cm.
2. Diametro do Coleto — medido utilizando-se umupagtro digital 200 mm da Digimes. O
resultado foi expresso em cm.
3. Area Foliar — determinada usando um medidorafibde area foliar da ADC, modelo
AM300. O resultado foi expresso em fm
4. Numero de Folhas — a contagem do numero desfolivas foi realizada no nono dia de
estresse.
5. Massa Seca — no final das determinacdes dadvewiestudadas, as plantas de cada
tratamento, apdés retirada dos vasos, foram levadalsaboratorio de Fisiologia Vegetal,
onde foram separadas em raiz e parte aérea e datodantro de sacos de papel de massa
conhecida, onde foram levados a uma estufa delagii forcada a 65°C onde permaneceram
até peso constante. Cada parte da planta foi pesadena balanca analitica com preciséo de
0,001g para a determinacdo da massa seca da ade,gerea e total, com os valores dos
pesos das massas secas da raiz e da parte aéraladtida a razdo entre a parte aérea e raiz.
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6- RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1- Potencial Hidrico da Folha, Transpiracdo, Géucia Estomatica e Concentragdes de
Acido Abscisico (ABA)

O potencial hidrico foliaryf), a transpiracdo (E), a condutancia estomatigae(@s
concentracdes de Acido Abscisico (ABA) foram afatathnto nas plantas sob alagamento
como nas plantas sob déficit hidrico, quando coatze com as plantas controle (Figura 2).

Em relagdo ags, ocorreram diferengas significativas entre ositrentos, sendo que as
plantas controle e sob alagamento apresentaram e0,2,3 MPa, respectivamente,
caracterizando um decréscimo de 1050 % em relagduaatas controle e as plantas sob
déficit hidrico com -2,9 MPa, tiveram um decrésciam 1350 % em relacdo as plantas
controle (Figura 2 A).

As plantas controle, sob déficit hidrico e alagaimeapresentaram as taxas de
transpiracdo de 1,80, 0,19 e 0,02 mélsh respectivamente. Na taxa de transpiragéo ocorreu
variacdo significativa entre os tratamentos, seadoplantas sob alagamento tendo um
decréscimo de 89 % em relagdo as plantas contasepntas sob déficit hidrico tiveram um
decréscimo de 99 % em relacdo as plantas conkigeré 2 B).

A condutancia estomatica variou significativamesnée os tratamentos, sendo que nas
plantas controle e sob alagamento foram obtidowabsres de 0,38 e 0,02 mofs,
respectivamente. O alagamento proporcionou um siegioné de 94,7 % em relacdo as plantas
controle e as plantas sob déficit hidrico com Ov@8.nt.s?, tiveram um decréscimo de 78,9
% em relacéo as plantas controle (Figura 2 C).

Os niveis de acido abscisico (ABA) presentes ndmdodas plantas controle, déficit
hidrico e alagamento foram 38,42, 98,52 e 4,62 HgM$, respectivamente. Estas
concentracdes revelam uma variagao significativeeers tratamentos, sendo que as plantas
sob alagamento obtendo um decréscimo de 87,9 % maatas sob déficit hidrico um
aumento de 156,4 %. Em relacdo as raizes as comp@es de ABA foram 60,43, 158,61 e
8,13 ng @ MS, nos tratamentos controle, déficit hidrico egataento, respectivamente. O
tratamento sob deficiéncia hidrica teve um acrésdm162,5 % e decréscimo de 86,5% nas

plantas sob alagamento, em relacéo as plantaoo(figura 2 D).
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Figura 2. Potencial hidrico (A), Transpiragdo (B), Condutan&stomatica (C) e Concentragbes de Acido
Abscisico (D)em plantasde Ipé- amareloTabebuia serratifolia submetidas durante nove dias sob déficit
hidrico e alagamento. Belém-Pa, 2009.

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem enfrelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

**As barras representam os desvios padroes dasasiédi

Ocorreu uma diminui¢do do potencial hidrico nasifala sob déficit hidrico, devido a
menor disponibilidade de agua no solo, para assiar gim gradiente e favorecer a absor¢éo
de agua pela planta (Figura 2 A). Resultados semtdh encontrados por Larcher (2000) e
Taiz & Zeiger (2004).

O decréscimo na disponibilidade de agua no solsi@mea queda no potencial da agua
nas folhas das plantas, levando a perda de turygace a reducédo da condutancia estomatica
(Figura 2 A) (Figura 2 C), gerando uma reducéo rdaspiracdo conforme observado na
figura 2 B. Resultados semelhantes encontradoSipalhevet,(1983).

O potencial hidrico nas plantas sobre alagamemndi devido a falta de energia para
0s processos fisiologicos e também, uma diminuigi@bsorcdo de ions responsaveis pelo
desenvolvimento das raizes, reduzindo a quantidadpélos absorventes. Outro processo

envolvido € a reducdo do processo metabdlico ecandgosicdo das raizes através do
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processo fermentativo, promovendo assim, uma digéouda absorcdo de 4gua e minerais
para a planta, (Figura 2 A). Resultados condizeot®s 0 que preconizam Taiz & Zaiger,
(2004) e Kerbauy (2004).

A diminuicdo da transpiracdo pode esta relacionamla a resposta da planta ao
alagamento, que consiste no fechamento estomatepage ser total ou parcial (Figura 2 B)
(Figura 2 C). Uma das causas da diminuicdo dapnatsio pode ser atribuida a diminuicédo
do suprimento de agua pelo decréscimo da condatleidhidraulica das raizes ou pela morte
de raizes, causando queda no potencial hidricofallags. Resultados semelhantes foram
obtidos por Matsui & Tsuchiya, (2006) e Pelacaral, (1995).

Os resultados obtidos nesta pesquisa sobre comtuté@stomatica durante o
alagamento séo similares com os observados past8etti al (2008) investigando plantas de
Cecropia pachystachysob alagamento.

Nas raizes anoxicas ou hipoxicas ocorre falta émstdiciente para sustentar processos
fisiolo6gicos dos quais dependem as partes aéred¥ (& ZAIGER; 2004). Experimentos
tém mostrado que a deficiéncia das raizes de dtngoevada em absorver ions de nutrientes e
transporta-los para o xilema (e deste para a pérea) rapidamente leva a escassez de ions
nos tecidos em desenvolvimento e expansdo. Assfalehas senescem prematuramente por
causa da realocacdo de elementos moveis no floln®,(K) para as folhas jovens. A
permeabilidade mais baixa das raizes a agua, fiegiente leva a um decréscimo do
potencial hidrico da folha e a murcha, embora eseréscimo seja temporario se 0s
estdbmatos fecharem, evitando mais perda de agu&rgmmpiracdo como foi observado no
nosso trabalho (Figura 2 B) (Figura 2 C).

Isso nos mostra a agdo do ABA em resposta ao défahiico, tendo em vista que o
ABA diminui a condutancia estomatica (Figura 2 Ckansequentemente a reducdo da
transpiracdo (Figura 2 B) a curto prazo.

Segundo Liu & Baird (2003) o ABA em longo prazo mave a sintese de proteinas
como a LEA, enzimas da biosintese da prolina, esxiantioxidantes, entre outras. Em
ultimo estagio o ABA atua na reducdo da parte aéreeescimento radicular. Isto se deve
para evitar a perda excessiva de agua por tragdpimaas folhas bem como buscar novas
fontes de agua pelo sistema radicular.

As concentragBes de ABA nas raizes foram maioresdp comparadas com as
concentracdes nas folhas devido sua sintese s$eadesanesse 6rgao (Figura 2 D). Contudo
nas plantas sob alagamento as concentracdes ddakiBAnas raizes quanto nas folhas foram

menores que nas plantas controle, isso ocorrewl@evimorte do sistema radicular, onde é



39

realizada a sua sintese, contudo ndo havendo ABA ger translocado para as folhas,
evidenciando a sensibilidade da planta a hipéxiarmxia (Figura 2 D), outra hipétese é que
a baixa concentracdo de ABA (Figura 2 D) estejadaga deficiéncia na formacédo de
carotenoides (Figura 8), divido a biossintese ddAABtar dividida em 3 (trés) etapas: 1-
sintese dos carotendides ndo oxigenados nos plasti®?- sintese e clivagem dos
carotendides oxigenados (xantofilas) nos plastid®asintese do ABA no citossol .
Resultados semelhantes sobre o aumento nos nev&BAl foram reportados Litet al

(2005), investigando plantasl@nun tuberosunmduzidas a deficiéncia hidrica.
6.2- ConcentracOes de Nitrato e Atividade da Resgutlm Nitrato

As concentragfes de nitrato na folha nos tratarsewctmtrole, déficit hidrico e
alagamento foram de 0,68, 0,13 e 0,01 umoles deg ¢S, respectivamente. Em relacéo
as raizes os niveis de nitrato foram de 0,58; ®18,02 pumoles de N© g' MS,
respectivamente (Figura 3 A).

As concentracdes de nitrato na folha variaram Sagiivamente entre os tratamentos,
sendo as plantas sob alagamento tiveram um daoi@stg 98,5 %, j4 as plantas sob déficit
hidrico apresentaram uma reducdo de 80,8 %, emarekss plantas controle. Para as raizes
foi observada uma reducao de 96,5 % nas plantaslaghmento e também uma queda de
69 % nas plantas sob déficit hidrico (Figura 3 A).

A atividade da redutase do nitrato variou signitfiiGanente entre os tratamentos, tanto
nas raizes quanto nas folhas. Nas folhas das plantaalagamento tiveram o valor de 0,01
umoles de NQ g! MF h*, com o decréscimo de 96,8 %, quando comparaddaasap
controle (0,32 umoles de N@j* MF h%). Nas plantas sob déficit hidrico obteve um véier
0,08 umoles de N@g*! MF h ocorrendo um decréscimo de 75 %. Nas raizes asegal
observados foram 0,35, 0,09 e 0,01 pmoles d& NOMF h' nos tratamentos controle,
déficit hidrico e alagamento, respectivamente, comdecréscimo de 74,3 e 97 % para o

déficit hidrico e alagamento, respectivamente (EduB).
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CONCENTRAGOES DE NITRATO ATIVIDADE DA REDUTASE DO NITRATO
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Figura 3. Concentragc6es de Nitrato (A) e Atividade da Reduids Nitrato (B)em plantagde Ipé- amarelo
(Tabebuia serratifolipsubmetidas durante nove dias sob déficit hidsietagamento. Belém-Pa, 2009.
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem enfrelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
**As barras representam os desvios padroes dasasiédi

Ocorreu uma diminuicdo da concentragdo de nitrat® plantas sob déficit hidrico,
tanto nas raizes quanto nas folhas (Figura 3 A9,sgudeve a diminuigdo de 4gua no solo que
reduziu a absorcdo de N(pelas raizes, comprovado pela diminuicdo do p@khérico
(Figura 2 A), o qual seria levado para a folhavasado fluxo transpiratorio atenuando a
atividade da enzima redutase do nitrato nas folllaem plantas sob alagamento a diminuic&o
da concentracdo de nitrato tanto nas raizes questdolhas (Figura 3 A) se deve a reducao
da energia das raizes devido a anoxia e consedtieritelicdo do potencial hidrico (Figura 2
A).

A diminuicdo na atividade da redutase do nitratopdamtas sob alagamento (Figura 3
B) deve-se provavelmente a falta de oxigénio no,sple ocasionou a falta de energia (ATP)
para a absorcao do nitrato do solo, ocasionandodimiauicdo do nitrato que vai para as
folhas (Figura 3 A). Ja o déficit hidrico diminuiaividade dessa enzima (Figura 3 A) em
virtude da diminuicédo do fluxo de agua pela coedrdanspiratoria, diminuindo a transpiracao
(Figura 2 B) e com isso também o fluxo de nitraaoapas folhas (Figura 3 A) uma vez que
essa enzima € altamente dependente de seu substrato

A interacdo nitrogénio versus condicdo hidrica dto £ importante porque esse
nutriente freqientemente limita o crescimento dast@s cultivadas em ambientes de pouca
pluviosidade e em solos de baixa fertilidade. Alfigso, existem evidéncias na literatura que
o N e a disponibilidade de 4gua no solo limitamrescimento, dentre outros fatores, pela
limitacdo na aquisicao e assimilacdo desse nur@GILVEIRA, et. al; 2003).

Foyer et. al (1998) trabalhando com plantas dea mayssob deficiéncia hidrica,
descreveu significante queda na atividade da reduthb nitrato, sendo tais resultados
semelhantes com os obtidos neste estudo duraeficegdcia hidrica.
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6.3- Concentractes de Amonio Livre e Atividade diat@nina Sintetase (GS)

As concentracdes de amonio livre na folha forani&é; 24,5 e 10,3 mmoles GGH.
Kg! MS nas plantas controle, sob deficiéncia hidricasubmetida ao alagamento,
respectivamente (Figura 4 A). Adicionalmente, edados revelam uma queda de 44,6 % nas
sob alagamento e um aumento de 31,7 % nas platiadesicit hidrico, quando comparados
ao controle. Os resultados ligados aos niveis denmmlivre nas raizes dos tratamentos
controle, déficit hidrico e alagmento apresentatani, 20,4 e 6,2 mmoles GGH. Kd/S,
respectivamente, indicando reducdes de 56 % nasaplaubmetidas ao alagamento e um
aumento de 44,7 % nas plantas submetidas ao ddficito.

A atividade da glutamina sintetase (GS) nas fofbaafetada significativamente tanto
nas plantas sob alagamento (2,4 mmoles GGH: K@), quanto nas plantas sob déficit
hidrico (11 mmoles GGH. KgMS), quando comparadas com as plantas controlm(@dles
GGH. Kg* MS) (Figura 4 B). Os resultados nas folhas quandimetidos o déficit hidrico e
alagamento indicam reducdes de 59,2 e 91 %, resp@ente, se comparado ao tratamento
controle. A atividade desta enzima nas raizes f@2y2 e 96,2 % menor nos tratamentos sob
deficiéncia hidrica (14 mmoles GGH. Kd/S) e alagamento (1,4 mmoles GGH. KMS),
respectivamente, quando comparado as plantas @ mmoles GGH. K§MS) (Figura
4 B).

CONCENTRAGOES DE AMONIO LIVRE ATIVIDADE DA GLUTAMINA SINTETASE
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Figura 4. Concentra¢cdes de Amonio Livre (A) e Atividade daut@mina Sintetase (Bdm plantasde Ipé-
amarelo Tabebuia serratifolizsubmetidas durante nove dias sob déficit hidzietagamento. Belém-Pa, 2009.
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem enfrelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

**As barras representam os desvios padroes dasasiédi

O aumento nas concentracfes de amonio livre aasagl sob déficit hidrico (Figura 4

A) pode estar ligado as outras rotas para formedgamaonio livre, como a rota do glutamato
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desidrogenase (GDH), que atua na dependéncia deHNA&saminando o glutamato gerando
amonio (NH") e o 2-Oxiglutarato, promovendo assim um acumugoachonio devido o
aumento da sua producao e a reducao da atividadezilma glutamina sintetase (Figura 4
B). Entretanto nas plantas sob alagamento a digéouilas concentracbes de amonio livre
nas raizes é devido a diminuicdo da rota GS-GOGlavido n&o gerar o glutamato para que
possa ser usada a rota do glutamato desidroge@Bs¢) para a producdo de aménio (N}
uma vez que a planta ndo tolera hipdxia, ocorrendwrte do sistema radicular, assim nao
havendo mais a assimilacdo do Nitrogénio tantcmad de nitrato (N@) como na forma de
amonio (NH"), além do mais, em solos alagados a nitrificagée grejudicada aumentando
os niveis de amonio (NA no solo e diminuindo os niveis de nitrato @@lisponiveis no
solo em funcao da baixa disponibilidade de oxigénio

As plantas sob alagamento e sob déficit hidricerdmm uma diminuicdo altamente
significativa na atividade da Glutamina SintetaS8) (Figura 4 B) quando comparados com
as plantas controle. Isso evidéncia que a atividb$ta enzima reduziu nas plantas desses
tratamentos devido as baixas concentracbes de ATRaio celular, haja vista que essa
enzima € altamente dependente de energia na faerdd B, gerado pelos fotossistemas na
fase fotoquimica da fotossintese.

Este fato se deve provavelmente a reducado draktiesividade da RN (Figura 3 B) sob
déficit hidrico e alagamento. Contudo, a atividadeimatica no déficit hidrico nédo ficou
totalmente inativa, pois a GS precisa de amdnioocsabstrato, este amonio pode vir de
outras rotas metabdlicas como as desaminacoesrefgpoacdo a partir da oxidacdo da
glicina, catabolismo das proteinas e sintese deinig Resultados semelhantes foram
observados por Ferreiet al, (2002). Entretanto, nas plantas sob alagameatwidade da
GS foi extremamente baixa (Figura 4 B) devido axdaioncentracdo de nitrato (BPD
(Figura 3 B), a baixa atividade da aRN (Figura 3 Bynseqlentemente uma baixa
concentragdo de amonio (WH (Figura 4 A), juntamente com a baixa concentralEATP,
gerando assim uma baixa atividade da GS (Figura 4 B

6.4- ConcentragBes de Prolina, Glicina-Betaina, mo@cidos Sollveis Totais e Proteinas
Solaveis Totais

As concentracgdes de Prolina, Glicina-Betaina, Adios SolUveis Totais e Proteinas
Solaveis Totais foram afetadas tanto nas plantasEmamento como nas plantas sob déficit

hidrico, quando comparadas com as plantas corffmara 5).
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Em relag@o as concentragfes de Prolina nas fatkasieram diferencas significativas
entre os tratamentos, sendo que as plantas cqonsalbedéficit hidrico e sob alagamento
apresentaram 2,60; 4,10 e 0,15 pumol PrM$, respectivamente, caracterizando um
acréscimo de 57,7 % nas plantas sob déficit hidrioon decréscimo de 94,2 % nas plantas
sob alagamento, quando comparadas com as planta®leo Para as raizes ocorreram
diferencas significativas entre os tratamentosdseque as plantas controle, sob déficit
hidrico e sob alagamento apresentaram 1,9; 2,8 aufol Pro gMS, respectivamente,
caracterizando um acréscimo de 47,4 % nas plaotasiéficit hidrico e um decréscimo de
89,5 % nas plantas sob alagamento, quando compgaranaas plantas controle (Figura 5 A).

As plantas controle, sob alagamento e sob défiditdo apresentaram concentragdes de
Glicina-betaina nas folhas de 22,0; 3,9 e 31,0 @i (litina-betaina YMS, respectivamente,
variando significativamente entre os tratamentagaterizando um decréscimo de 82 % nas
plantas sob alagamento e um acréscimo de 41 %dar#sagpsob déficit hidrico. Para as raizes
ocorreram diferencas significativas entre os tratsios, sendo as plantas controle, sob
alagamento e sob déficit hidrico apresentaram 26De 24,0 ug de Glicina-betaina\s,
respectivamente, caracterizando um decréscimo @%aas plantas sob alagamento e um
acréscimo de 50 % nas plantas sob déficit hidig@ndo comparadas com as plantas
controle (Figura 5 B).

As concentragbes de Aminoacidos Soluveis Totais rfathas variaram
significativamente entre os tratamentos, sendolastgs controle, sob alagamento e sob
déficit hidrico com 59,53; 14,14 e 75,65 umol de g#MS, respectivamente, caracterizando
um decréscimo de 76,2 % nas plantas sob alagareemo aumento de 27,1 % nas plantas
sob déficit hidrico. Em relacéo as raizes as cdrexgies de Amino4cidos Sollveis Totais
foram de 51,74; 6,43 e 67,81 pmol de AAMS, para as plantas controle, sob alagamento e
sob déficit hidrico, respectivamente, tendo um @samo de 87,6 % para as plantas sob
alagamento e um acréscimo de 31,1 % quando congsacath as plantas controle. (Figura 5
C).

Em relacdo as concentracbes de Proteinas Soluve@sTnas folhas ocorreram
diferencas significativas entre os tratamentosjeeue as plantas controle, sob alagamento e
sob déficit hidrico apresentaram 3,5; 0,5 e 1,2 dagProteina g MS, respectivamente,
caracterizando um decréscimo de 85,7 % nas plaataalagamento e 65,7 % nas plantas sob
déficit hidrico quando comparadas com as plantasr@e. Nas raizes as concentracdes de
Proteinas Sollaveis Totais apresentaram diferemygafisativa entre os tratamentos, sendo as

plantas controle, sob alagamento e sob déficitidudapresentaram 3,1; 0,3 e 0,9 mg de
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Proteina § MS, respectivamente, caracterizando um decréscen®6(B8 % nas plantas sob
alagamento e 71 % nas plantas sob déficit hidtiemdo comparadas com as plantas controle
(Figura 5 D).
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Figura 5. Concentragdes de Prolina (A), Glicina-Betaina (@hinoacidos Sollveis Totais (C) e Proteinas
Sollveis Totais (Dgm plantasle Ipé- amareloTabebuia serratifolia submetidas durante nove dias sob déficit
hidrico e alagamento. Belém-Pa, 2009.

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem snfrelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
**As barras representam os desvios padrdes dasasédi

As plantas sob déficit hidrico tiveram um aumerdacancentracao de prolina (Figura 5
A), que esta relacionada ao aumento da atividagewzimas proteoliticas promovendo uma
disponibilidade maior de aminoacidos livres (Fighra&C) como a prolina, que protege 0s
tecidos vegetais contra esse estresse por sergoama reserva de nitrogénio, osmo-soluto e
protetor hidrofébico de enzimas e estruturas cedalaResultados semelhantes observados por
Madanet al, (1999).

O mecanismo de acumulo de prolina em situacdessssaintes, entretanto, ainda nao
esta claramente entendido, o decréscimo nos ndeemoteina (Figura 5 D) poderia refletir

em uma diminuicdo da sintese ou em um aumento gladbgdo, levando a altos niveis de
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aminodcidos livres (Figura 5 C). O maior teor delipa pode ser devido, também, a maior
atividade das enzimas envolvidas na biossintes@rdiéna (ornitina aminotransferase e
pirrolina-5-carboxilase redutase), sendo que ogosfele deficiéncia hidrica dependem da
espécie, tecido e idade, tanto quanto da natutkgagdo e intensidade do estresse, nao é
surpreendente que diferengcas venham sendo encasitraml padrdo de aminoacidos em
plantas sob condicdo de estresse. Resultados serteshobservados por Madanh al,
(1999).

Em condi¢cbes de estresse, 0 metabolismo de amitusdéiamplamente alterado, sendo
a sintese de proteinas diminuida e a protedliseatatia. Como conseqiiéncia disto, ocorre a
inducdo da biossintese de prolina promovida peloemento de metabdlicos como
poliaminas, amo&nia, arginina, ornitina, glutaminglleamato.

Em plantas sob alagamento a reducéo de prolima(Rigura 5 A) pode ser atribuida ao
comprometimento de sua sintese, ja que sua preautsm sua expressao regulada por
mudancas no potencial osmotico do citoplasma, & festafetada devida a deficiéncia de
oxigénio acarretar alteracdo no pH celular, peel@agla na célula e acimulo de compostos
toxicos. Os resultados observados nesta pesquisars#éiares aos descritos por Oliveira Neto
et. al. (2009 a), avaliando plantas 8ergum bicolosob restricdo hidrica.

A glicina-betaina é utilizada para proteger a glantantendo o equilibrio da agua entre
a célula vegetal e o ambiente, estabilizando asrametéculas. Nas plantas sob déficit
hidrico, o alto valor de glicina-betaina se deyg@avel formacdo de aminoacidos solluveis
totais (Figura 5 C) através da degradacao dasipastesoliveis (Figura 5 D) e das altas
concentracdes de amonia (Figura 4 A), vindo pobarmte da fotorrespiracao e processos de
desaminacgfes. Estes processos sdo fundamentais panmaacdo das betainas, também, a
glicina-betaina é sintetizada a partir da colinalaglicina.

As maiores concentracdes de glicina-betaina emagsdaob déficit hidrico (Figura 5 B)
tanto na folha quanto na raiz, mostra haver pan@eer contribuicdo para obter uma melhor
absorcdo e transporte de agua do solo a parte péremeio de ajustamento osmético e
também uma protecdo da membrana celular, bem cootecfo contra o mecanismo do
estresse oxidativo das plantas. Com isso, 0 acupoudoeu provavelmente para proteger o
metabolismo vegetal devido a glicina-betaina atoaro osmdélito compativel.

J4 nas plantas sob alagamento as concentra¢deslicitea-getaina diminuiram
drasticamente (Figura 5 B) quando comparadas coptaatas controle, iSso parece ocorrer
por esta ndo funcionar somente como osmoprotetoas, também, através da sintese de

outros precursores funcionarem em via metabdlica foamarem compostos ligados a sintese
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do horménio etileno, uma vez que a presenca diésteofménio € comum em plantas em
hipoxia. Portanto, os resultados indicam que ag&wuleste osmolito deva ser atribuida
simplesmente ao efeito de resposta ao alagamento.

Lobatoet. al (2009 b) reportou comportamento semelhante sola@ento nos niveis
de glicina-betaina em plantas @apcsium annuurexpostas a restricdo hidrica.

O aumento nas concentracdes de aminoacidos nasagkob déficit hidrico se deve
principalmente a atividade das enzimas proteasebrgndo as proteinas em aminoacidos,
além da diminuicdo da sintese da mesma (Figura 5 O).

O acumulo de aminoé&cidos pode ser decorrente, yebuante da restricdo da sintese
de proteinas, bem como dos disturbios pela deti@éhidrica nos tecidos do floema,
reduzindo a translocacéo para outros Orgaos. Essegostos promovem o abaixamento do
potencial osmético e da manutencéo da turgescénqotaserve de reserva de nitrogénio para
a possivel retomada do crescimento quando as tenaf®ientais amenizarem ou
terminarem. Sendo assim, o acimulo de aminoackigaré 5 C) pode ser considerado como
um sinal de tolerancia das plantas sob diferersieesses ambientais. Resultados semelhantes
observados por Szegletesal,(2000) e Subbaraet al,(2000). Nas plantas sob alagamento
houve uma reducdo nas concentracdes de aminoagkigara 5 C), isto se deve
provavelmente a baixa atividade da enzima glutasimatase (Figura 4 B), enzima chave ou
conhecida como porta de entrada para formacao dies tos aminoacidos nas raizes e nas
folhas.

A diminuicdo nas concentracfes de proteinas (Figur®) sob défiti hidrico e
alagamento em folhas e raizes quando comparadas comtrole se devem provavelmente,
ao incremento da atividade das enzimas protedjtiae quebram as proteinas de reserva das
plantas e também da diminuicdo da sintese das ree€ndéficit hidrico nas plantas afeta
todos os processos bioquimicos das mesmas, comm fde defesa pela falta de agua,
principalmente a degradacao das proteinas em acmosa(Figura 5 C), de modo especial a
prolina (Figura 5 A), que atuam diretamente notajuento osmaético da planta, aumentando
assim os niveis de aminoacidos nas plantas (FE@a Segundo Xiong; Scumaker & Zhu
(2002), algumas proteinas envolvidas na interag@@ofilica com macromoléculas celulares
sédo sintetizadas visando estabilizar o metabolignatuar na recuperagdo dos danos
ocasionados pelo estresse hidrico.

A restricdo na absorcédo de agua diminui a turgesz@elular e causa paralisacdo do
crescimento (Figura 10 D) causando, provavelmemteaumento das enzimas proteoliticas,

que guebram as proteinas estocadas nas plantasa éiminuicdo da sintese de proteinas,
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mostrando que esta deficiéncia afeta todos o0s ggosebioquimicos na tentativa de manter os
niveis de dgua na planta, assim como o balancotmsno@lular.

Nas plantas submetidas ao alagamento a diminuiedprateinas solUveis totais nas
raizes e nas folhas (Figura 5 D) podem estar emad\pela diminuicdo da respiracdo, logo
diminuindo a formacéo de ATP, diminuicdo do metanob do nitrogénio e pela reducao de
fotoassimilados para a respiragdo celular. Comassplantas sensiveis a hipdxia entram em

autodegradacéo para se manterem vivas, sO quenegrinacolapso e morte.
6.5- Concentracfes de Amido, Sacarose e Carbosd&atiniveis Totais

Os niveis de amido na folha apresentaram difersiggaficativa entre os tratamentos,
sendo obtidos os valores de 0,8; 0,3 e 0,2 mmol .Gf!Ude residuo, nas plantas controle,
induzida ao déficit hidrico e alagamento, respeaatiente. Estes resultados revelaram quedas
de 62,5 e 75 % nos tratamentos déficit hidricoagahento, respectivamente, se comparado
ao controle. Por outro lado, nas raizes foram obtios valores de 0,6; 0,14 e 0,02 mmol
GLU. g* de residuo, respectivamente, que corresponde ugdesl de 76,7 e 96,7 % nas
plantas sob deficiéncia hidrica e alagamento, otispenente, em relacdo ao tratamento
controle (Figura 6 A).

Em relacdo aos niveis de sacarose da folha nasmiatos sob restricdo hidrica e
excesso de agua foram observados acumulo de 46,68ucdo de 81,7 %, respectivamente,
se comparados as plantas controle. Esses resukaddsvem aos valores observados de
17,51; 24,63 e 3,21 nos tratamentos controle, itléfiddrico e alagamento de,
respectivamente. Nas raizes os resultados obsernfadam de 8,23; 14,53 E 1,23 mg
sacarose § MS nas plantas controle, déficit hidrico e alagatmerespectivamente, sendo
este comportamento nas raizes semelhante ao desastfolhas, com aumento de 76,5 e
reducdo de 85 % nos tratamentos sob déficit hideic@magamento, respectivamente, em
relacédo ao controle (Figura 6 B).

As concentracdes de carboidratos sollveis totaiaraan significativamente entre os
tratamentos, sendo observado nas folhas aumedts, e reducéo de 63,6 % nas plantas sob
deficiéncia hidrica e alagamento, respectivamesamparando com o tratamento controle.
Estes resultados se devem aos valores de 2,2;08%nemol GLU. & de residuo observados
nas plantas controle, sob déficit hidrico e alagamerespectivamente. (Figura 6 C) Nas

raizes os resultados obtidos foram de 1,4; 2,8 enéhol GLU. ¢" de residuo nos tratamentos
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controle, déficit hidrico e excesso hidrico, remdla o acréscimo de 85,7 e queda de 78,6 %

submetidas ao déficit hidrico e alagamento, res@enente, quando comparado ao controle.
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Figura 6. Concentracdes de Amido (A), Sacarose (B) e CarhtmdrSoluveis Totais (C) em plantds Ipé-
amarelo Tabebuia serratifolizsubmetidas durante nove dias sob déficit hidzietagamento. Belém-Pa, 2009.
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem enfrelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

**As barras representam os desvios padrdes dasasédi

A reducdo na concentracdo de amido nas raizesréFiga) parece estar relacionada a
diminuicé@o fluxo de fotoassimilados das folhas pasaraizes, devido a deficiéncia hidrica
promover uma reducdo no potencial de pressao ymsit floema, além disso, o provavel
aumento do consumo de energia (ATP) nas raizegatda respiracao celular impulsionada
pelo processo de absorcdo de nutrientes, metalmotienmitrogénio e crescimento radicular,
inibe qualquer possibilidade de armazenamento skrva de agucares no sistema radicular.
Situacéo relatada por Pimentel, (2004).

A reducédo das concentracdes amido nas folhas st@fi@éncia hidrica (Figura 6 A)
esta relacionada a diminuicéo da fotossinteseegymdacdo do amido através das enzimas

e B-amilase, formando novos aglcares como a sacawsentando assim a concentracdo de
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sacarose (Figura 6 B), com intuito de ajuste ogmdtiransporte para outros drenos
preferenciais e a inativacdo da enzima chave nassirde amido que é a ADP-glicose
pirofosforilase. Oliveira Net@t. al (2009 b) trabalhando co®orgum bicolorsubmetido a
restricdo hidrica encontrou resultados semelhaat@sos descritos neste estudo.

Em plantas sob alagamento, uma das primeiras taspfisiolégicas observadas é o
fechamento estomatico (Figura 2 C), que proporcionana possibilidade de sobrevivéncia
devido reduzir a demanda de agua e nutrientesympuétios estudos tém mostrado que o
alagamento do solo € normalmente capaz de dimideifprma significativa, a capacidade
fotossintética em plantas intolerantes a esse sestresendo o fechamento estomatico a
principal causa da queda na capacidade fotossiatétis plantas sob alagamento. O aumento
nos teores de sacarose nas plantas sob défiatdidhiigura 6 B) se deve a diminuicdo da
fotossintese e a conversdo de amido em acucargsrdF6 A), tais aclUcares podem ser
transformados em sacarose, sendo a sacarose ip@rexgiicar formado palas plantas.

Com a hidrolise da sacarose ha liberacdo de hexpseserdo utilizadas nos processos
de ajustamento osmotico, pois as moléculas de d@dalha se ligam a elas com a finalidade
de manter o nivel de agua da folha e induzir unmstajoento osmotico na planta.
Provavelmente por essa razdo que os teores d@sacrmentaram nas plantas sob déficit
hidrico (Figura 6 B). J& as plantas sob alagamémtwam uma reducdo nos teores de
sacarose (Figura 6 B), mostrando que o alagamemtsotb causa reducdo na taxa de
translocacao de carboidratos das folhas para assrai a diminuicdo do crescimento e das
atividades metabdlicas das raizes, que, por sua p&zsam a demandar por menos
carboidratos. Segundo Van Handel (1968), a uti#imagnaerobica dos agucares traz como
consequéncia o acumulo de produtos tdxicos, taigco etanol. Nas espécies sensiveis, 0
acumulo de etanol pode causar morte das célulagdas, 0 que parece ter ocorrido neste
trabalho. Pesquisas conduzida por Lobaio al. (2008) mostraram comportamento
semelhante com o obtido neste trabalho ligado aweato no nivel de sacarose em plantas de
Glycine maxconduzida a seca.

Quanto a concentracéao de carboidratos, nas plaabadéficit hidrico (Figura 6 C) foi
observado um aumento significativo em relacao astaé controle, este aumento ocorreu
provavelmente devido ao processo de ajustamentdtmemo metabolismo dessas plantas,
sendo assim, reduzindo seus potenciais osmoéticqselas diferencas de gradientes de
concentracdes manteve-se a turgescéncia e consem@ete retardou a desidratacdo nos

tecidos das plantas.
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O aumento observado em plantas sob déficit higkitd associado ao fato de que com a
desidratacdo, ocorre diminuicdo do conteltdo del@ama célula (Figura 6 A). Contudo o
aumento nas concentracdes de acucares soluvessgotke estar relacionada com a protecéo
da biomembrana que pode ser degradada com a éakguh no citosol e pelo aumento de
substancias ibnicas, tornando varias enzimas amtio citosol. Dados também relatados por
Lacher; (2000).

A diminuicdo na concentracdo de amido (Figura @léghonstra que esta ocorrendo um
aumento da atividade das enzinaas p-amilase, que produz acumulo de sacarose (Figura 6
B) conseqiientemente aumentando a concentragdo rbeidcatos solUveis totais como
resposta a tolerancia ao déficit hidrico (Figu@)6Ja nas plantas sob alagamento houve uma
diminuicdo consideravel na concentracdo de caratdr(Figura 6 C). O que pode estar
relacionado com a diminuicdo da atividade fotossiceh da planta, gerando uma queda nos
teores de amido (Figura 6 A), consequentementequeda nos teores de sacarose (Figura 6
B) e carboidratos (Figura 6 C), exaurindo a pldxando por fim ao colapso e a morte.

6.6- Atividade da Alcool Desidrogenase e Lactatsid®genase

A atividade da Alcool Desidrogenase variou sigaificamente entre os tratamentos,
sendo nas folhas observados os valores de 0,31;e0(260 moles de NADH H+ Kgde
proteina miff nos tratamentos controle, sob déficit hidrico ajaimento, respectivamente
(Figura 7 A). Estes resultados indicam reducéo5® 8 aumento de 93,5 % nos tratamentos
sob déficit hidrico e alagamento, respectivamerweiparando com o controle. Nas raizes
foram obtidos valores de 0,8; 0,2 e 1,1 moles d®NAd+ Kg* de proteina mifinas plantas
controle, sob deficiéncia hidrica e no alagamergspectivamente. Adicionalmente, na raiz
ocorreu a reducdo de 75 e aumento de 37,5 % nasaplaob deficiéncia hidrica e
alagamento, respectivamente, quando comparadondmieo

Na atividade da Lactato Desidrogenase ocorreu gawiasignificativa entre os
tratamentos, tanto nas raizes quanto nas folhastelagdo as folhas foram observados os
valores de 0,60; 0,25 e 1,1 moles de NADH H+'Kig proteina mih no controle, déficit
hidrico e alagamento, respectivamente. Com asgidatb deficiéncia hidrica e alagamento
apresentando reducao de 58,3 e acréscimo de 83¢&pectivamente, quando foi comparado
com o controle. Nas raizes foram observados digéioude 60 % e aumento de 140 % nos
tratamentos sob déficit hidrico e alagamento, @g@amente (Figura 7 B), comparando com
o tratamento controle. Tais resultados sao proweesedos valores de 0,5; 0,2 e 1,2 moles de
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NADH H+ Kg™ de proteina mih obtidos nos tratamentos controle, sob déficitibéde

alagamento, respectivamente.
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Figura 7. Atividade da Alcool Desidrogenase (A) e Lacato Desmjenase (B) em plantas de Ipé- amarelo
(Tabebuia serratifoliasubmetidas durante nove dias sob déficit hicgiatagamento. Belém-Pa, 2009.

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem snhfrelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

**As barras representam os desvios padrdes dasasédi

A hipoOxia causa a paralisacdo no transporte deoekete a fosforilacdo oxidativa do
mitocdndrio, o ciclo do &cido tricarboxilico ndodeooperar e 0 ATP s6 podendo ser reduzido
apenas por mecanismo de fermentagdo. Sendo askiptda promove a fermentacdo do
piruvato a lactato através do aumento da ativagéernzima lactato desidrogenase (LDH)
(Figura 7 B). A outra enzima envolvida no procedsohipoxia e a alcool desidrogenase
(ADH) devido a inibicdo da LDH por causa da redudagH intracelular, assim ativando a
piruvato descarboxilase.

Os resultados mostraram que houve um aumento vidaale enzimatica quando as
plantas foram submetidas ao alagamento e diminggando submetidas ao déficit hidrico
(Figura 7 A e 7 B). Esse resultado provavelmentedeea as plantas que somente
conseguirem sobreviver & hipéxia caso consigamenanproducdo de ATP e reciclagem do
poder redutor. Segundo Moraet al (2001) essa adaptacdo metabdlica com relacdo aos
aumentos na taxa de fermentacédo € em funcéo dmrientos na atividade das enzimas ADH
(Figura 7 A) e LDH (Figura 7 B). Neste experimeifidd encontrado que para as espécies
intolerantes a hipdxia, a atividade dessas duasnesznas folhas e raizes em condi¢des de
hipéxia apresentaram-se maior, comparada com ageeféicada quando as plantas foram
submetidas a aeracdo normal.

Varios processos metabdlicos séo afetados pelei@tefia de @ porém os parametros

mais estudados sdo aqueles relacionados a respeag@ metabolismo de N. Na auséncia de
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um aceptor eletrénico terminal na cadeia de tramspde elétrons, o ciclo do acido
tricarboxilico passa a funcionar parcialmente eagnbbas as dire¢des. Ocorre a acidificacédo
do citosol e o piruvato, produto da glicélise,ansformado em etanol e lactato (Figura 7 A e
7 B), que representam as principais reacfes featinesd das plantas. Dados também
relatados por Sousa & Sodek (2002).

Estudos conduzidos por Moraest. al. (2001) apresentaram comportamentos
semelhantes com o obtido neste trabalho ligadouateato na atividade da enzima ADH e
LDH em plantas d&lelinis minutifloraconduzidas sob alagamento e a despeito de inUmeras
informagdes envolvendo ADH e LDH, ndo existem enai@s concretas na literatura de que a
atividade dessas enzimas seja limitante para aewgbncia das plantas sob hipoxia
(MORAES, et. al. 2001).

6.7- Teores de Pigmentos Fotossintéticos

Os Teores de Clorofila, b, total e Carotendides foram afetados tanto nastgdasob
alagamento como nas plantas sob déficit hidricanda comparadas com as plantas controle
(Figura 8).

Os Teores de Clorofila variaram significativamente entre os tratamerdagpsgsentando
os valores 2,9;: 1,2 e 0,5 mmol KgVF nos tratamentos controle, déficit hidrico e
alagamento, respectivamente. No qual as plantasalsglamento tendo um decréscimo de
82,7 % em relagdo as plantas controle e as plantagéficit hidrico tiveram um decréscimo
de 58,6 %, em relacdo as plantas controle (Figura 8

Nos Teores de Clorofiléd ocorreu variacdo significativa entre os tratamgngendo
observados os teores de 1,8; 0,6 e 0,3 mmdIME, nas plantas controle, sob déficit hidrico
e alagamento, respectivamente. As plantas sobnataga apresentando um decréscimo de
83,3 % em relacdo as plantas controle e as plantagéficit hidrico tiveram um decréscimo
de 66,7 % em relacao as plantas controle (Figura 8)

Os Teores de Clorofila total variaram significathente entre os tratamentos, sendo as
plantas sob alagamento tendo um decréscimo de 8 %elacdo as plantas controle e as
plantas sob déficit hidrico tiveram um decréscinecd,7 % em relacdo as plantas controle
(Figura 8). Tais resultados sdo provenientes dosesede 4,7; 1,8 e 0,8 mmol KgVF
provenientes dos tratamentos controle, déficititide alagamento, respectivamente.

Os Teores de Carotendides apresentaram 2,4; 1/Brarflol Kg' MF nos tratamentos
controle, sob seca e alagamento, respectivamergtepl#tas sob alagamento tendo um
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decréscimo de 83,3 % em relacdo as plantas comtrateplantas sob déficit hidrico tiveram

um decréscimo de 45,8 % em relacéo as plantasot®igura 8).

TEORES DE PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS
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Figura 8. Teores de Clorofila, b, total e Carotendides em plantas de Ipé- amafebegbuia serratifolin
submetidas durante nove dias sob déficit hidriaagamento. Belém-Pa,2009.

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem enfrelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

**As barras representam os desvios padroes dasasédi

A degradacdo dos pigmentos clorofilianos esté imlada com a degradacdo dos
carotendides, pois os carotendides sdo pigmeness@dos na absorcdo e transferéncia de
energia radiante, e protetores da clorofila no ggso de fotoxidacdo. O déficit hidrico induz
a degradacéao do R-caroteno e a reducao na forndagaeaxantina, produzindo diminuicao
no teor de carotendides (Figura 8), pigmentos apameente envolvidos na protecdo contra a
fotoinibicéo.

A degradacao da clorofi@ocorre paralelamente com a manutencdo ou com aasent
na concentracao de carotendides totais, entdo antaga dissipacdo de excessos de energia
€ esperada. Este fato deve-se a desordens mesabdticplanta, diminuindo a eficiéncia na
utilizacdo de carbono e aumentando a producaoammlet lactato (Figura 7), causando um
desbalanco e decréscimo na formacgdo das clorddilasrotenoides. Resultados também
reportados por Piekielek & Fox, (1992). Os resutadbtidos nesta pesquisa durante o déficit
hidrico sdo similares com os observados por Lobatal (2009 b) investigando plantas de
Capsicum annuursob restricdo hidrica e a queda observada nossrdeecarotendides no
tratamento sob défict hidrico e corroborada pelastigacéo feita por Lobatt. al (2009 a)
trabalhando com plant&orgum bicolosob estresse salino.

Nas plantas sob alagamento houve uma diminuicdo teoses de clorofilas e

carotendides (Figura 8). A submersdo das plantasgngos periodos de tempo afeta o
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aparato fotossintético e fotoquimico, reduz o dresnto de folhas, caule e raizes, podendo
resultar na morte das plantas. Outro fator € andilpiio do metabolismo do sistema radicular
e conseqlentemente o acumulo de metabdlitos e aradidxicos sobre os sistemas
membranares dos cloroplastideos. Resultados semwthtoram obtidos por Huarg al
(1994).

A diminuicao nos teores de carotendides nas plaaaslagamento (Figura 8) subsidia
a hipotese levantada sobre a baixa concentrac&Bde (Figura 2 D) que esta ligada a
deficiéncia na formacao de carotendides, dividdoadintese do ABA estar dividida em 3
(trés) etapas: 1- sintese dos carotenoides nderadgs nos plastideos; 2- sintese e clivagem
dos carotendides oxigenados (xantofilas) nos piessi 3- sintese do ABA no citossol.

O alagamento reduz a condutancia estomatica (F&yae provoca clorose nas folhas,
diminuindo, portanto, a aquisi¢cdo de carbono parda fotossintese e conseqientemente a
degradacgédo dos pigmentos fotossintéticos (Figur@@yo fator que esta ligado a diminuicédo
dos teores de clorofila tanto sob déficit hidriceamto sob alagamento é a reducdo da
concentracdo de nitrato (Figura 3 A) e consequegritegma reducao da atividade da redutase
do nitrato (Figura 3 B), pois a rota de assimilagad\itrogénio gera o precursor da clorofila

gue é w-aminolevulinato.
6.8- Altura da Planta, Diametro do Caule, Nimer&adkaas e Area Foliar

Em relagéo as altura da plantas, ocorreu diferemgaficativa entre as plantas sob
alagamento e as plantas controle que apresenta@gth 4 58,0 cm, respectivamente,
caracterizando um acréscimo de 15,5 % em relacuaasas controle, ja as plantas sob
déficit hidrico (52 cm) néo diferiram estatisticarteedas plantas controle (Figura 9 A).

As plantas controle, sob alagamento e sob défiditido apresentaram diametro do
caule de 0,50; 0,46 e 0,48 cm, respectivamentedifidundo estatisticamente (Figura 9 B).

O numero de folhas variou significativamente emisetratamentos, sendo as plantas
controle, sob alagamento e sob déficit hidrico caitn 29 e 38 folhas, respectivamente,
caracterizando um decréscimo de 39 % nas plantasalagamento e de 23,7 % nas plantas
sob déficit hidrico. (Figura 9 C).

Em relacdo a area foliar ocorreu diferenca siggtifia entre os tratamentos, sendo que
as plantas controle, sob alagamento e sob défidiich apresentaram 203,1; 92,4 e 140,3

mnY, respectivamente, caracterizando um decréscinid @e% nas plantas sob alagamento e
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30,0 % nas plantas sob déficit hidrico quando coatgzes com as plantas controle (Figura 9
D).
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Figura 9. Altura da Planta (A), Diametro do Caule (B), Numee folhas (C) e Area Foliar (D) em planthes
Ipé- amarelo Tabebuia serratifolia submetidas durante nove dias sob déficit hidecalagamento. Belém-

Pa,2009.
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem enpelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

**As barras representam os desvios padroes dasasédi

Nas plantas sob alagamento ocorreu uma diminuicA@rescimento (Figura 9 A)
quando comparado ao controle, o qual foi considevawia resposta a redugédo no consumo de
energia, ocasionado pela restricdo de gases na f#iterranea, enquanto que a altura das
plantas controle manteve um aumento continuo deirargxperimento (Figura 9 A). Ja as
plantas sobre déficit hidrico tiveram uma pequeimaindiicio no seu crescimento, sem
variarem estatisticamente quando comparadas cq@tarmtss controle (Figura 9 A).

O diametro do caule nédo teve diferenca signifieawtre os tratamentos, contudo os
tratamentos néo influenciaram no diametro do caaldecorrer do experimento (Figura 9 B).

Os resultados obtidos nesta pesquisa sobre o d@metcaule durante o alagamento séo
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similares com o0s observados por Batista al (2008) investigando plantas dgecropia
pachystachyaob alagamento.

O numero de folhas das plantas sob alagamento empoes uma diminuicdo em
comparacdo com as plantas controle (Figura 9 Ba das principais consequéncias do
excesso de agua no solo é o déficit de oxigénia completa auséncia dele. As respostas de
espécies sensiveis ao estresse resultante da ga@andgeralmente expressam os disturbios
causados pela hipoxia ou anoxia nas raizes. As coamins S0 a abscisdo e clorose de
folhas, reducdo no comprimento da raiz principaducéo no crescimento em altura, inibicao
da formacao de primordios foliares, reducédo na msda foliar e até mesmo morte da planta.
Além disso, ocorre também o desenvolvimento deesa@venticias que podem facilitar a
difusdo de oxigénio e a eliminacdo de produtostegotencialmente toxicos, muitas vezes
acumulados durante a hipdxia. Resultados semethahservados por Lizast al.,(2001).

Segundo Kozlowski (1995), plantas sobre déficitib@diminuem o nimero de folhas
como uma maneira de sobrevivéncia, assim evitamwda de 4gua por transpiracdo. J4 Taiz
& Zeiger (2004) fala que a queda no numero de fothdevida ha sintese acentuada e maior
sensibilidade ao etileno ocasionando a abscis@é#r.f@ ABA atua na reducéo da parte aérea
e crescimento radicular (Figura 2 D), para evit@eeda excessiva de agua por transpiracdo
nas folhas bem como buscar novas fontes de agassigééma radicular, consequiientemente
ocorre uma diminuicdo na area foliar (Figura 9 Do foi devido ao aumento nas
concentracdes de ABA nas plantas sob déficit ladiriegura 2 D). Resultados corroborados
por Liu & Baird (2003).

Com a diminui¢éo do potencial hidrico (Figura 20&prre a diminuicdo da condutancia
estomatica (Figura 2 C), diminuicAo da transpiragikigura 2 B) e aumento nas
concentracdes de ABA (Figura 2 D), resultando rmdug@o da area foliar das plantas
submetidas ao déficit hidrico em relacéo as placdagole (Figura 9 D), e que levam a uma
reducdo da &rea pela perda de agua pela transpiregdiante o suprimento limitado de agua
pelo solo. Resultados semelhantes foram encontrgdos Souza & Amorim (2009)
trabalhando corPhysalis angulata

Nas plantas submetidas ao alagamento (Figura SQonf observados sintomas de
clorose nas folhas maduras, decréscimo na formdeadolhas, senescéncia foliar, que
segundo Vartapetian & Jackson (1997), sdo sintaaass de estresse por hipoxia, que com
0 passar do tempo se intensifica passando paraaaeolevando a planta a morte. Os
resultados obtidos nesta pesquisa durante o alagarastdo de acordo com os observados

por Batisteet. al (2008) investigando plantas @ecropia pachystachysob alagamento.
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6.9- Massa Seca da Parte Aérea, Massa Seca daRRagn Parte Aérea/Raiz e Massa Seca
Total

A Massa Seca da Parte Aérea, Massa Seca da Raio Rarte Aérea/Raiz e Massa
Seca Total foram afetadas tanto nas plantas sgaraknto como nas plantas sob déficit
hidrico, quando comparadas com as plantas corfffmara 10).

Na Massa Seca da Parte Aérea foram obtidos osesakde 45, 32 e 21 g nos
tratamentos controle, déficit hidrico e alagamem&spectivamente. Caracterizando uma
diminuicao significativa. As plantas sob alagametgiodo um decréscimo de 153,3 % em
relacdo as plantas controle, e as plantas sohtddficico tiveram um decréscimo de 28,9 %
guando comparadas com as plantas controle (Figuég.1

A Massa Seca da Raiz variou significativamenteeea$ tratamentos, nas plantas sob
alagamento tendo um decréscimo de 478,6 % em ceés;fAlantas controle, ja as plantas sob
déficit hidrico tiveram um acréscimo de 21 % quandmparadas com as plantas controle
(Figura 10 B). Tais resultados sdo provenientes rdassas de 24,3; 29,4 e 5,2 g nos
tratamentos controle, seca e alagamento, respeiva.

A Razdo Parte Aérea/Raiz variou significativamerdetre os tratamentos e
apresentaram as relacbes de 1,84; 1,08 e 4,05 laatag controle, déficit hidrico e
alagamento, respectivamente. As plantas sob alagartigeram um acréscimo de 120,1 %
em relacdo as plantas controle, ja as plantaséfahtdhidrico tiveram um decréscimo de 41,3
% em relagdo as plantas controle (Figura 10 C).

A Massa Seca Total variou significativamente emisetratamentos, com as plantas
controle, sob déficit hidrico e alagamento apresetd 69,3; 61,4 e 26,2 g, respectivamente.
O tratamento alagamento teve um decréscimo de% g relacdo as plantas controle, e as
plantas sob déficit hidrico tiveram um decréscireold,4 % em relacdo as plantas controle
(Figura 10 D).
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Figura 10. Massa Seca da Parte Aérea (A), Massa Seca ddBjaRazéo Parte Aérea/Raiz (C) e Massa Seca
Total (D) em plantage Ipé- amareloTabebuia serratifolia submetidas durante nove dias sob déficit hidgico
alagamento. Belém-Pa, 2009.

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem snpelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

**As barras representam os desvios padres dasasédi

As plantas de Ipé-Amarelo sob alagamento apresentaraior inibicdo com relacéo ao
crescimento da parte area (Figura 9 A) e consegimamite diminuicdo da massa seca durante
todo o experimento (Figura 10 A). Tal inibicdo pade explicada pelo estresse gerado pela
inundacado que acarreta a diminui¢do ou falta gesiiacdes conhecidas por hipdxia e andxia
respectivamente, acumulo de substancias toxicasmsequente diminuicdo da absorcédo de
nutrientes. Foram observados também os fendmencsemkescéncia e absciséo foliar e
necrose do tecido foliar nos ultimos dias do expenito, conforme observado na Figura 10 e
que estédo de acordo com Glinski & Stepniewski (1986Geducdo de o solo promove o
aparecimento de disturbios funcionais em toda matglexplicando assim a necrose do tecido
foliar. J& as plantas sob déficit hidrico tiveramlucdo da massa seca da parte aérea em
relacdo ao controle (Figura 9 A) e tal diminuic&odeve a diminuicdo da taxa fotossintética
da planta e o metabolismo do nitrogénio, consegusgnte diminuicdo de todo o ciclo
metabolico da planta.
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A diminuicdo da massa seca da raiz (Figura 10 Bytracndo s6 uma paralisacdo no
crescimento radicular como uma diminuicdo no meprowocado pela sua necrose e morte,
em plantas sob alagamento. Ja plantas sob défaiicth foi observado um aumento no
sistema radicular em comparacdo com o controleu(&idlO B), indicando assim um
mecanismo de defesa da planta ha falta de agualop fazendo com que seu sistema
radicular se expanda para procurar fontes de aguarefundidades mais baixas a fim de
sanar o déficit hidrico. Segundo Taiz & Zeiger (@0® crescimento do sistema radicular &
considerado uma segunda linha de defesa contrfictt dérico, que promove o crescimento
preferencial das raizes em direcdo a zonas dogs@@ermanecem Umidas, com isso ha a
proliferacdo de raizes mais profundas, consequemtenaumentando o sistema radicular. Os
resultados obtidos neste estudo ligados ao défiditco e a massa seca da raiz sao similares
com os encontrados por Yours al (2000) investigando trés cultivares Siergum bicolor
induzida ao estresse hidrico.

Em solo drenado as raizes obtém oxigénio parapiraedo aerdbica diretamente do
espaco gasoso do solo, uma vez que os poros pie@ende gas permitem a difusdo dg O
para as partes mais profundas do solo. Entretamtos@&os inundados ou pobremente
drenados, a agua preenche os poros do solo blatuemsim a difusdo do,JTAIZ &
ZEIGER, 2004). A aeracdo inadequada no solo levana r4pida depressao de oxigénio
(KOZLOWSKI, 1984), com a falta de oxigénio os premas aerdbicos sao substituidos por
anaerobicos levando ao acumulo de gases (JACKSOREW, 1984; PONNAMPERUMA,
1984) no solo, os quais se alojam nas bases desa@ataizes (CRAWFORD, 1989).

Segundo Jackson (1985) o estresse experimentadts paizes sob inundacao
intensifica-se com o tempo, com a passagem dag@mdie hipoxia para anoxia e pela acao
de toxinas produzidas por bactérias anaerobicasolio Andxia e toxinas podem matar as
raizes, principalmente pelo excesso de Fe e Mnlegmimulo de substéancias fitotoxicas
como diéxido de carbono e etileno (RODRIGU&ESI, 1993). Sendo assim, a reducéo de O
no solo promove o aparecimento de disturbios furaig em toda a planta afetando
principalmente a absorcao de agua e de nutrieetas pizes (GLINSKI & STEPNIEWSKI,
1986).

Em resposta a reducdo de © a concentracdo de gases téxicos no solo, aaplant
apresenta alguns sintomas como murchamento, clatasefolhas, hipertrofia do caule,
alteracbes morfo-anatdémicas, diminuicdo do cresdimme produtividade, e morte da raiz

(KRAMER, 1983), explicando assim a drastica dimgdoi da massa seca da raiz (Figura 10
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B) uma vez quase todo o sistema radicular se ems@nhecrosado, o que levou a planta a
morte apos nove dias de alagamento.

Com isso tanto o déficit hidrico como o alagametideram impacto negativo no
acumulo de biomassa total durante o experimentaolose alagamento o que mais influenciou
negativamente no desenvolvimento da planta, afetamdassa seca da parte aérea (Figura 10
A), massa seca da raiz (Figura 10 B), razdo par&'raiz (Figura 10 C) e massa seca total
(Figura 10 D). Husaini & Abdin (2008) estudandonpes de~ragaria x ananassaubmetidas
ao estresse salino apresentara resultados senedlsmire a diminuicdo da massa seca total,
corroborando os resultados obtidos nesse estudo.

6.10- Sintomatologia do Experimento.

Apés trés dias sob alagamento os primeiros sintocoamsecam a parecer, sendo
pontuacdes cloroticas nas folhas conforme obsermadfigura 11. Consequentemente, este
sintoma pode estar associado ao abalo no metaloolismmitrogénio e a degradacdo dos

pigmentos fotossintéticos, durante o alagamentu(gi8).

4

Figura 11.Planta de Ipé- amareld¢bebuia serratifolipcom quatro dias sob alagamento. Belém-Pa, 2009.
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Com cinco dias as pontuacdes cloréticas evoluem glarose internerval nas folhas,
observado na figura 12, intensificando as altermoiiservadas e descritas neste estudo ligado

ao metabolismo do nitrogénio e degradacao dos piggadotossintéticos.

'g e L ‘ \ >
Figura 12.Planta de Ipé- amareld dbebuia serratifoliacom cinco dias sob alagamento. Belém-Pa, 2009

Com oito dias sob alagamento os sintomas de anjéxstdo bastante evidentes, tal
como a queda do potencial hidrico (Figura 2 A)eratdo no mecanismo estomatico e
consequente reducao da condutancia estomaticardFRJuC) e também na transpiracao
(Figura 2 B). Portanto, as alteracbes das relatdgscas das plantas sob alagamento
promovem consequéncias sobre o metabolismo dayéitio, tal como reducdo na absorgéo
de nitrato (Figura 3 A), diminuindo a atividade dadutase do nitrato (Figura 3 B) e
consequentemente a queda nas concentractes deodivi@n(Figura 4 A), que vai interferir
na atividade da glutamina sintetase (GS) (FiguBg, 4 diminuir as concentragdes de Prolina
(Figura 5 A), Glicina-Betaina (Figura 5 B) e Amiaios Soluveis Totais (Figura 5 C), alem
de reducao nas concentracdes de Proteinas Sollais (Figura 5 D). As alteracdes nas
relacdes hidricas da planta sob alagamento promawenificacdes no metabolismo do
carbono, como queda nas concentracdes de AmidourgFi® A), diminuicdo nas
concentracbes de Sacarose (Figura 6 B) e Carboéd@ollveis Totais (Figura 6 C). O
alagamento no Ipé-Amarelo promove a degradacdo rnseqgdentemente reducdo dos
pigmentos fotossintéticos (Figura 8). Em respostalagamento e consequente situacdo de
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anoxia em que as plantas foram expostas, ocorraunmento nas atividades da Alcool
Desidrogenase (Figura 7 A) e Lactato Desidroge(fagera 7 B).

As alteracdes bioquimicas observadas nesse espailem estar relacionadas as
alteracdes morfoldgicas, tal como a paralisacdorascimento da parte aérea (Figura 9 A),
senescéncia e abscisdo foliar (Figura 9 C e 9 pastia e necrose do tecido nos ultimos
dias do experimento (Figura 13 e 14). Adicionalragatnecrose do sistema radicular ocorreu

devido a fermentacdo durante a anoxia (Figura 10 B)
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Figura 13. Planta de Ipé- amarel@¢bebuia serratifoligcom oito dias sob alagamento. Belém-Pa, 2009
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Figura 14.Planta de Ipé- amarel@dbebuia serratifolizcom nove dias sob alagamento. Belém-Pa, 2009
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7- CONCLUSAO

O alagamento e o déficit hidrico por nove dias meenam mudancas a nivel
bioquimico, fisiolégico e morfolégico em plantas &®-Amarelo. Sobre 0os compostos
nitrogenados das plantas sob alagamento, foi chderefeito intenso e altamente prejudicial,
enquanto que na situacéo de déficit hidrico asaaiies sobre o metabolismo do carbono e do
nitrogénio estdo relacionadas com o ajuste dos osto® osmoliticos, visando a
sobrevivéncia da planta em ambiente com baixa dibpidade hidrica. Nos pigmentos
fotossintéticos ambas as condi¢des estudadasamsulem degradacédo e consequiente queda
nos teores de clorofilas e carotendides. Portasie, estudo revela que as plantas jovens de
Ipé-Amarelo sdo altamente sensiveis ao alagameprtongoveram ajustamento hosmaotico ao

estresse hidrico.
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