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RESUMO

Os mecanismos adaptativos das espécies florestais nativas tem gerado bastante interesse, ja que o conhecimento
desses comportamentos potencializa a utilizacdo dessas espécies em dreas degradadas. O objetivo desse trabalho
foi determinar alguns mecanismos ecofisiolégicos e bioquimicos de tolerdncia ao estresse por deficiéncia
hidrica, principalmente no que concerne a assimilagdo de carbono e nitrogénio, concentragdes de compostos
orginicos, € enzimas, envolvidas nesse processo. O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da
Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA), pertencente ao Instituto de ciéncias agririas (ICA),
localizado em Belém- Pard, no periodo de janeiro de 2012 a julho de 2012. Foram utilizadas mudas de acapu
(Vouacapoua americana Aubl.). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em fatorial
do tipo 2 x 4 (duas condig¢Ges hidricas: controle e déficit hidrico X quatro tempos de avaliagdo), com 5
repeti¢des, totalizando 40 unidades experimentais, no qual cada unidade experimental foi composta de uma
planta/vaso. A imposi¢do do déficit hidrico foi obtido pela suspensdo da irrigagio nos tempos 1 (zero dias de
déficit hidrico), o tempo 2 (10 dias de déficit hidrico), o tempo 3 (20 dias de déficit hidrico) e o tempo 4 (30 dias
de déficit hidrico). Durante o periodo do experimento as plantas controle foram irrigadas diariamente para repor
a dgua perdida pela evapotranspiracdo. Foi aplicada a andlise de varidncia nos resultados e quando ocorreu
diferenca significativa s médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significincia. Além
disso, foram calculados os desvios-padrdes para cada tratamento, sendo as andlises estatisticas realizadas pelo
programa ASSISTAT Versio 7.7 beta. O potencial hidrico € o conteddo relativo de 4gua reduziram
drasticamente conforme foi aumentando o tempo de estresse nas plantas. Os dados de fotossintese, condutincia
estomatica e transpiragdo apresentaram diminui¢io nas plantas mantidas sem irrigacdo, com o aumento do tempo
de estresse hidrico, apresentando redu¢Ges mais pronunciadas no 20° e no 30° dia de estresse. A concentracio de
ABA aumentou expressivamente nas plantas submetidas & deficiéncia hidrica, tanto nas folhas, quanto nas
raizes. As massas secas da parte aérea, da raiz e total diminuiram significativamente nas plantas sob déficit
hidrico. O déficit hidrico induziu o aumento nas concentracdes de amdnio, sacarose, prolina e glicina betaina,
assim como nos teores de aminodcidos soliveis totais, carboidratos soliveis totais, tanto nas folhas, quanto nas
raizes. Por outro lado a suspensdo hidrica provocou redu¢ao nas concentragdes de nitrato, da glutamina sintetase,
do amido, e das proteinas solidveis totais nos tecidos foliares e das raizes. Os indicadores bioguimicos e
fisiol6gicos observados mostraram-se eficientes para avaliar o estado metabélico das plantas de acapii
submetidas a deficiéncia hidrica. O actimulo de prolina e glicina-betaina nos tecidos foliares resultantes da
intensidade do déficit hidrico, ndo foram capazes de impedir a reducéo na producdo de massa seca das plantas
jovens de acapi.

Palavras- chave: Espécie florestal, déficit hidrico, respostas bioquimicas, aspectos ecofisiol6gicos



ABSTRACT

The adaptive mechanisms of native species has generated considerable interest, since knowledge of these
behaviors enhances the use of these species in degraded areas. The aim of this study was to elucidate some
ecophysiological and biochemical mechanisms of stress tolerance to water deficiency shown by plants Acapu,
especially with regard to the assimilation of nitrogen, concentrations of organic compounds, and enzymes. The
experiment was conducted in a greenhouse at the Federal Rural University of Amazonia (UFRA) belonging to
the Institute of Agricultural Sciences (ICA), located in Belém, Par4, from January 2012 to July 2012. Seedlings
acapu (Vouacapoua americana Aubl.) were used. The experimental design was a completely randomized type 2
x 4 (two moisture conditions: control and drought x four stroke assessment), with 5 Tepetitions, totaling 40
experimental units, in which each experimental unit consisted of one plant / pot. The plants were subjected to
two water regimes [irrigated (control) and drought], being that the water deficit was obtained by withholding
water at Time 1 (zero days of drought), time 2 (10 days of drought), time 3 (20 days of drought) and time 4 (30
days drought). During the experimental period the control plants were irrigated daily to replace water lost by
evapotranspiration. Analysis of variance was applied to the results and when there was a significant difference to
the averages were compared by Tukey test at 5% significance level. Moreover, we calculated the standard
deviations for each treatment,with statistical analyzes performed by ASSISTAT Version 7.7 beta program. The
water potential and relative water content was reduced dramatically as increasing the time of stress in plants. The
data of photosynthesis, stomatal conductance and transpiration showed decrease in stressed plants maintained
with increasing time of water stress, with more pronounced reductions in the 20th and 30th day of stress. The
concentration of ABA increased significantly in plants under water stress in both leaves and root rot. The dry
mass of shoot, root and total decreased significantly in plants under water stress. Drought induced an increase in
the concentrations of ammonium, sucrose, proline and glycine betaine, as well as in total soluble amino acids,
soluble carbohydrates in both leaves and root rot, causing the lowering of the osmotic potential in the species.
Drought induced an increase in the concentrations of ammonium, sucrose, proline and glycine betaine, as well as
in total soluble amino acids, soluble carbohydrates in both leaves and root rot. On the other hand the lack of
water caused a reduction in nitrate, glutamine synthetase, starch, and total soluble protein in the leaves and roots.
The observed biochemical and physiological indicators were effective to evaluate the metabolic state of Acapu
plants subjected to water deficit. The accumulation of proline and glycine betaine in leaf tissues resulting from
the intensity of water deficit, were unable to prevent the reduction in dry matter production of young plants
Acapu.

Keywords: Forest species, water deficit, biochemical responses, ecophysiological aspects
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CAPITULO 1- CONTEXTUALIZACAO

o
e

...~ Aespécie Vouacapoua americana Aubl., denominada vulgarmente de acapu, pertence

A

a familia Fabaceae e a subfamilia faboideae. Ocorre na regido amazOnica; no Brasil,
principalmente nos estados do Pard e Amap4, na mata pluvial de terra firme, e também nas
Guianas. Sua madeira tem grande importancia econdmica, sendo empregada principalmente
na construcdo civil e naval. A sua casca é medicinal, com prop_riedade anti-séptica, sendo
utilizada na forma de pomada. E considerada uma 6tima espécie para reflorestamento de dreas
degradadas (LORENZI, 2009).

De acordo com Nascimento et al, (2011) as espécies arboreas brasileiras t€m
despertado o interesse de varios pesquisadores em demonstrar comportamentos adaptativos
que potencializam sua utilizacdo em é4reas que ndo apresentam condi¢Ges favordveis para
outras espécies, sendo de grande importancia silvicultural e econdmica.

Para Neiman (2012), estamos vivendo atualmente em uma época de grandes
preocupacdes ecolégicas, devido ao grande quadro de degradacdo ambiental no planeta.
Apesar do Brasil ainda ter muitas dreas preservadas, segundo a FAO (Organizacdo mundial
para agricultura e alimentacdo), ele foi considerado o pais que mais desmatou na década de 70
e 80, e ainda hoje possui o titulo de campeao mundial de desmatamentos.

Segundo os dados do Projeto de Monitoramento da Floresta Amazonica por Satélites
(Prodes) e do Instituto Nacional de Pesquisa Espaciais (Inpe), no periodo de agosto de 2012 a
julho de 2013 o desmatamento na Amazoénia subiu 28%, sendo que a 4rea desmatada foi de
5.843 quilometros quadrados. Os estados que lideraram o ranking de desmatamento foram o
Pard, com 2.379 quildmetros quadrados, e o Mato Grosso, com 1.149 quilémetros quadrados
(AGENCIA BRASIL, 2013).

A retirada total ou parcial da cobertura florestal, bem como o uso inadequado dessas
dreas, reduz a biodiversidade local e pode levar a degradacdo dos solos através do processo de
erosdao e empobrecimento do mesmo pela desagregac@o, remocdo e deposicdo das particulas
para outro lugar, chegando a condicGes extremas de desertificacio (SA et al, 1994). Para
Costa e Foley (2000), € possivel que no futuro ocorra um aumento da frequéncia e da
severidade das secas sazonais na Amazonia, caso os eventos do EL Nifio sejam associados aos
efeitos do aquecimento global e a redug@o da pluviosidade decorrente do desmatamento e das

queimadas.
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Lorl .._ A -
Segundo {Carvalho e Nepstad (1997), existem regides na Amazo6nia, como o Sudeste

do Par4, em que ocorrem periodos de déficit hidrico severos, com periodos de mais de 4
meses apresentando pluviosidade inferior a 40mm. O clima da Amazdnia é dmido, e quente
quase o ano inteiro, com temperatura meédia de 25°C, pouco flutuante ao longo das estacdes
(NEIMAN, 2012). De acordo com Jipp et al.,, (1998), florestas situadas no nordeste, sul e
sudeste do estado do Pard, suportam em média 5 meses de precipitagdo abaixo de 50mm,
fazendo frente as perdas médias de 120mm de evapotranspiragio, devido ao fato de possuirem
sistemas radiculares profundos, que asseguram a absorgdo de 4dgua das camadas inferiores do
solo.

Devido o aumento da conscientizagdo ambiental, e do interesse em pesquisas com
espécies arbéreas nativas, tem-se dado mais importancia & recuperagdo de dreas degradadas
e/ou reflorestamento (CARNEIRO, 1995; JOSE, 2003; PAIVA, 2003). Porém, o custo dessas
pesquisas torna-se elevado diante da necessidade de replantio decorrente dos altos indices de
mortalidade das mudas. Na maioria dos casos, esse problema ocorre devido a falta de
conhecimento dos aspectos ecofisiolégicos das espécies e dos regimes hidricos, sujeitando-as
a dreas propensas a estresses ambientais aos quais néo estdo adaptadas (CARVALHO FILHO '
et al., 2003).

A selecio de espécies para revegetacdo de dreas degradadas € a primeira etapa do
reflorestamento. Essas dreas, em funcdo dos desequilibrios e das condi¢cdes adversas de clima
e solo, oferecem um ambiente impréprio ao crescimento das espécies, uma vez que elas estdo
em um ambiente natural alterado. Podem-se enumerar as altas temperaturas, as altas
radiacdes, o déficit hidrico, a auséncia de matéria orgénica, a degradacdo das propriedades
fisicas e quimicas do solo, estas, na maioria das vezes implicando em caréncia nutricional
para o desenvolvimento das espécies. O uso de espécies adaptadas a ambientes degradados e
utilizacio de insumos, como adubos, pode levar ao éxito a atividade de reflorestamento em
dreas degradadas (FERREIRA et al., 2006).

A dgua é o meio bésico de vida e de energia para os seres vivos, muitos nutrientes
inorganicos necessarios para muitos organismos, como as plantas, estdo dissolvidos na dgua.
O solo é o principal armazenador e fornecedor de dgua para as plantas, as raizes absorvem
4gua que se aglutina as particulas do solo. Mais préximo a superficie das particulas do solo,
existe uma forga de atraciio chamada de potencial de 4gua do solo, que adere mais fortemente
a 4gua as particulas do solo (RICKLEFS, 2012).

A distribuicdo dos vegetais na superficie terrestre depende mais da disponibilidade de

dgua, que de qualquer outro fator ambiental (TURNER, 1986). Em meio aquoso ocorre a
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difusdo de minerais, solutos celulares e gases, tanto na célula, quanto entre érgios. A relativa
alta permeabilidade da maioria das paredes e membranas celulares resulta numa fase continua
para a difusdo e translocacdo de solutos na planta. A dgua é também um importante reagente
ou substrato para reacdes celulares imprescindiveis para todo o tipo de vida conhecida, como
por exemplo, a fot6lise da d4gua, que € o processo inicial da fotossintese. Ela é também a fonte
do oxigénio molecular existente na atmosfera, que é produzido na fotossintese, assim como do
hidrogénio para reduzir o CO; a carboidrato (PIMENTEL, 2004).

A deficiéncia hidrica no solo limita intensamente o crescimento e o desenvolvimento
das espécies vegetais em varias regides do mundo e, particularmente, nas regides nordeste e
norte do Brasil, onde a distribui¢do dos recursos hidricos € irregular, essa limita¢do pode
tornar necessdrio o uso da irrigacdo regularmente, uma prética dispendiosa e inacessivel aos
reflorestadores. Uma estratégia utilizada € o desenvolvimento de variedades vegetais
tolerantes a seca através do melhoramento genético. Entretanto, qualquer que seja a opgdo,
torna-se necessdrio conhecer os mecanismos fisiolégicos e bioquimicos de resposta da espécie
a esse tipo de estresse. O crescimento celular se mostra como a resposta mais sensivel a falta
de dgua no solo. Uma pequena reducdo no potencial hidrico do solo provoca diminui¢do no
crescimento das células (SALISBURY; ROSS, 2012).

Quando se inicia o estresse hidrico na planta, ocorre uma série de alteracdes
fisiol6gicas, bioquimicas e morfologicas, que atuam como um mecanismo de defesa do
vegetal, como diminui¢cdo da fotossintese e da transpiracio, redugdo da 4rea foliar, aumento
nas concentracdes de ABA e prolina, entre outros. Em periodos longos de estresse, a planta
pode parar de crescer e até morrer. Plantas jovens que ainda ndo possuem sistema radicular
profundo tendem a ter mais dificuldades para sobreviver a um periodo de seca.

De acordo com Nogueira et al., (2005) a deficiéncia hidrica afeta todos os aspectos do
crescimento € desenvolvimento das plantas, podendo influenciar no alongamento e na
diferenciacdo celular em fungdo da redugdo na turgescéncia da célula, o que resulta na
diminui¢do da érea foliar, afetando a produgdo e a translocagéo de fotoassimilados para as
novas areas de crescimento (LUDLOW; MUCHOW, 1990; CARVALHO, 2005; LARCHER,
2006). O estresse hidrico tem como resposta final, a redugio na producdo e alocagio de
matéria seca por influenciar as trocas gasosas nas folhas (NOGUEIRA et al., 1998, SILVA;
NOGUEIRA, 2003).

A tolerancia ao déficit hidrico € uma caracteristica muito importante em qualquer
cultivo, principalmente de plantas nativas onde o processo de selecdo natural ainda se

encontra em andamento. A falta de 4gua no solo constitui uma das mais importantes
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limitagGes a produtividade e a distribuicdo dos vegetais, apresentando influéncia negativa em
mais de 10% das dreas agricolas do globo terrestre (BARTELS; SUNKAR, 2005). Além da
diminuigdo da expansdo celular (TAIZ; ZEIGER, 2013), vérios processos fisiolégicos, entre
eles a sintese de aminoédcidos, sdo amplamente alterados (SILVEIRA et al.,2002; SODEK,
2004; MARIN et al., 2006).

Uma fungdo importante da dgua € a manutencdo da turgescéncia celular, que é
essencial para o aumento do volume celular e crescimento do vegetal, abertura dos estomatos
e movimentos de folhas e flores (KRAMER; BOYER, 1995). A falta de um suprimento
adequado de 4gua no solo, diminui o Conteddo relativo de dgua nos tecidos foliares, essa
diminui¢do no CRA causa o fechamento estomadtico, afeta o fotossintese, altera a integridade
das membranas e causa a diminui¢do da atividade das enzimas envolvidas nas reagdes
fotossintéticas (PIMENTEL, 2004). A falta de dgua no solo também afeta a sintese de
proteinas, a atividade de algumas enzimas, como a nitrato redutase (SALISBURY; ROSS,
2012).

A fotossintese, processo pelo qual a energia luminosa possibilita a reducdo do
carbono, é essencialmente o reverso do metabolismo oxidativo dos carboidratos. Os
carboidratos produzidos pela fotossintese, portanto, servem como fonte de energia para o
organismo que as produz, sendo de extrema importincia para as plantas (VOET et al., 2000).

Como mecanismo de defesa, em condigdes de déficit hidrico as plantas utilizam
substancias osmorreguladoras, como os carbeidratos, a prolina, os aminoécidos livres totais, a
glicina betaina e a sacarose, quem possuem a finalidade de manter a dgua por mais tempo

dentro do tecido vegetal MUCHOW; CARBERRY, 1993). | /o,
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Segundo Salisbury e Ross (2012), em potenciais hidricos ligeiramente mais negativos,
assim como, em altas salinidades, além de outros estresses ambientais, o amino4cido prolina
aumenta bastante, a partir do dcido glutdmico, e provavelmente a partir dos carboidratos. Para
Van Rensburg et al., (1993), a prolina interage com enzimas e outras protefnas preservando

suas estruturas e atividades, além de atuar como ajustador osmético e estabilizador de

K/X medida que a planta sofre com o estresse hidrico, a concentragdo de 4cido absc&l

(/ABA) comeca a aumentar nitidamente, tanto nas folhas, como nas raizes e em outros tecidos

J

/ da planta. Esse aumento na concentragdo de ABA induz o fechamento dos estdmatos e reduz |

/

estruturas proteicas.

a transpiragdo, além de, inibir o crescimento do broto, conservando mais 4gua, e em alguns
| casos promover o crescimento da raiz (SALISBURY; ROSS, 2012). S
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De acordo com Scalon et al., (2011), vdrias espécies arbéreas nativas possuem
potencial para o cultivo, podendo servir para diversos fins quer seja pelo valor ornamental,
madeireiro, alimenticio ou de preservagdo. Portanto, a melhoria do sistema de producdo de
mudas de espécies arbéreas nativas é necessdria devido ao aumento na procura por tais
espécies para a producdio comercial, assim como para a recuperacio de 4reas degradadas
(NIETSCHE et al., 2004). by

" Os aspectos ecofisiolégicos, fitossanitérios, e nutricionais das plantas apés o plantio
sdo indicadores importantes durante o monitoramento de cada espécie plantada na 4rea de
reflorestamento, porque fornecem informacdes sobre a interacdo das plantas com seu meio
ambiente. As andlises desses dados permitem tracar estratégias de intervencgdes tais como,
introdugdo de espécies de melhor adaptacdo e correcio do solo (MENDES et al., 2007).

(0} objetiVOZdessc trabalho foi determinar altera¢des ecofisiolégicos e bioquimicos de
tolerancia ao estresse por deficiéncia hidrica, exibido por plantas Jjovens de acapd,
principalmente no que concerne 2 assimilacdo de carbono e nitrogénio, e concentragdes de
compostos organicos. De posse desse conhecimento espera-se utilizar o acapi no
reflorestamento de 4reas degradadas de modo mais consciente, e que os resultados obtidos
possam ser usados de modo mais consciente na utilizagdo de outras espécies com potencial
florestal.

O trabalho foi divido em trés capitulos. No primeiro foi feita uma contextualizacio
abordando de maneira geral a espécie avaliada, os efeitos provocados pelo déficit hidrico
quanto a ecofisiologia e bioquimica das plantas.

No segundo capitulo foram analisados os pardmetros de trocas gasosa, relacionados
com a produgio da biomassa, assim como o potencial hidrico, o conteiido relativo de dgua e
as concentracdes de ABA nas folhas e nas raizes das plantas de acapu (Vouacapoua
americana), em condi¢Ges de déficit hidrico.

No terceiro capitulo foram avaliadas as respostas bioquimicas pelas determinacdes de
nitrato, aménio livre, atividade da glutamina sintetase, amido, carboidratos soliveis totais,
sacarose, glicina-betafna, proteinas soliveis totais, e prolina nas folhas e nas raizes das plantas

jovens de acapu sob déficit hidrico.
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CAPITULO 2- RESPOSTAS ECOFISIOLOGICAS E PRODUCAO DE BIOMASSA
DE PLANTAS JOVENS DE ACAPU (Vouacapoua americana Aubl.) SUBMETIDAS A
DEFICIENCIA HIDRICA

RESUMO

A espécie Vouacapoua americana Aubl., conhecida vulgarmente como acapi, é uma espécie arbérea nativa da
Amaz6nia, possui madeira de lei e tem grande importancia econdmica no mercado interno e externo, sendo
também utilizada na recuperagio de dreas degradadas. O objetivo desse estudo foi avaliar os aspectos
ecofisiolégicos, bem como a produgdo de massa seca € a concentragao de ABA em plantas jovens de acapid
submetidas ao déficit hidrico. O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural
da Amazoénia (UFRA), pertencente ao Instituto de Ciéncias Agrérias (ICA), localizado em Belém- Par4, no
periodo de janeiro de 2012 a julho de 2012. As plantas foram submetidas a dois regimes hidricos [irrigado
(controle) e déficit hidrico], sendo que o déficit hidrico foi obtido pela suspensdo da irrigag@o nos tempos 1 (zero
dias de déficit hidrico), o tempo 2 (10 dias de déficit hidrico), o tempo 3 (20 dias de déficit hidrico) e o tempo 4
(30 dias de déficit hidrico). Durante o periodo do experimento as plantas controle foram irrigadas diariamente
para repor a agua perdida pela evapotranspiragdo. O potencial hidrico nas plantas estressadas reduziu para -2,86
MPa e o CRA para 52,79%, aos 30 dias de déficit hidrico. A taxa fotossintética, a condutincia estomadtica, a taxa
de transpira¢do, reduziram significativamente com aumento do tempo de estresse hidrico na planta, apresentando
redugOes mais pronunciadas no 20° e no 30° apés a inducio dos tratamentos. A concentragdo de ABA aumentou
expressivamente nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica, tanto nas folhas, quanto nas raizes. As massas
secas da parte aérea, da raiz e total diminuiram, significativamente, nas plantas sob déficit hidrico. A suspensio
da irrigac@o por 10 dias alterou o metabolismo das plantas jovens de acapu, aumentando a concentracio de ABA
tanto nas folhas, quanto nas raizes, e reduzindo os pardmetros de trocas gasosas, assim como o CRA, e a massa
seca das plantas jovens de acapu.

Palavras- chave: ABA, condutincia estomatica, fotossintese, massa seca
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CHAPTER 2 - ECOPHYSIOLOGICAL RESPONSES AND DRY MATTER
PRODUCTION IN YOUNG ACAPU (Vouacapoua americana Aubl.) EXPOSED TO
WATER DEFICIT

ABSTRACT

The species Vouacapoua americana Aubl., Commonly known as acapu, is a native Amazonian tree species, have
a hardwood and has great economic importance in domestic and foreign markets, is also used in recovery
degraded areas. The aim of this study was to evaluate the ecophysiological aspects as well as the production of
dry mass and concentration of ABA in acapu young plants exposed to water deficit. The experiment was
conducted in a greenhouse at the Federal Rural University of Amazonia (UFRA) belonging to the Institute of
Agricultural Sciences (ICA), located in Belém, Pard, from January 2012 to July 2012. The plants were subjected
to two water regimes [irrigated (control) and water deficit], being that the water deficit was obtained by
withholding water at Time 1 (zero days of drought), time 2 (10 days of drought), time 3 (20 days of drought) and
time 4 (30 days drought). During the experimental period the control plants were irrigated daily to replace water
lost by evapotranspiration. The water potential in stressed plants decreased to -2,86 MPa and 52,79 % for CRA,
to 30 days of water deficit. The photosynthetic rate, stomatal conductance, transpiration rate, decreased
significantly with increased duration of water stress on the plant, with more pronounced reductions from the 20"
to the 30™ after induction treataments. The concentration of ABA increased significantly in plants under water
stress in both leaves and root rot. The dry mass of shoot, root and total decreased significantly in plants under
water stress. The withholding water for 10 days alter the metabolism of young plants acapu, increasing the
concentration of ABA in both leaves and root rot, and reducing the gas exchange parameters as well as the CRA,
and dry mass of young plants acapu .

Keywords: ABA, stomatal conductance, photosynthesis, dry matter
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2.1- INTRODUCAO

O acapii (Vouacapoua americana Aubl.) € uma rvore tropical, de grande porte, sua
madeira é considerada de lei, e tem grande importancia no mercado interno € externo
(ARAGAO; ALMEIDA, 1997; FORGET et al,, 1999), sendo recomendada em programas de
enriquecimento de florestas exploradas e na recuperagdo de 4reas degradadas (POELS et al,,
1998). E uma espécie com diversas indicagdes de uso, inclusive medicinal (ARAGAO;
ALMEIDA, 1997).

No Estado do Par4, a espécie Vouacapoua americana ocorre no municipio de Belém
até lgarapé-Acu, em Anajés e Arama (parte ocidental da Ilha do Maraj6); na ilha de Nazaré e
no Macujubim (ilhas altas de Breves). E frequente 2 margem da Estrada de Ferro Alcobaga
(rio Tocantins); abundante nos rios Acard, Gurupd e Xingu, abundante entre Vitéria e
Altamira; rios Cussari e Curud do Sul; Serra do Almerim; regido do alto Curud de Alenquer,
nas matas entre os campos de Ariramba e o rio Cuminapanema, terras altas do médio
Trombetas (rio Acapu; rio Erepecuru préximo & cachoeira do Inferno). Além do estado do
Paré, essa espécie pode ser encontrada nos estados do Amapd, Amazonas e Maranh@o
(LOUREIRO et al., 1979).

O déficit hidrico é um dos principais fatores limitantes do desenvolvimento e
crescimento das plantas, apenas as espécies com mecanismos de resisténcia a seca podem
prosperar em ambientes com limitacdo de dgua (GONZALES et al., 2012). As plantas podem
apresentar vérias respostas ao déficit hidrico, dentre elas, as respostas fisiolégicas sdo capazes
de identificar a condi¢do hidrica que as plantas apresentam, alguns indicadores podem ser
{iteis no programa de melhoramento, visando a sele¢do de espécies resistentes ao déficit
hidrico, os principais indicadores sdo a temperatura foliar, o CRA (MORALES, 2012) e a
reducfio da condutincia estomdtica (gs) (LAWLOR; TEZARA . 2009).

Segundo Voet et al., (2000), o meio para a maijoria das reagdes bioquimicas € a dgua,
ela participa ativamente de muitas reagdes quimicas que ddo suporte a vida. Produtos de
reagdes metabodlicas, nutrientes, assim como produtos de descarte, dependem da 4gua para o
transporte dentro e entre as células. A oxidagd@o da dgua para produzir oxigénio molecular, O2,
¢ uma reacio fundamental para a fotossintese, processo que converte a energia solar em forma
quimica utilizdvel. A utilizacdo dessa energia acaba por levar a reducdo de O, novamente a
agua.

A falta de um suprimento adequado de dgua no solo, diminui o conteddo relativo de

4gua (CRA) nos tecidos foliares, essa diminuicdo no CRA causa o fechamento estomatico,
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afeta a fotossintese, por consequéncia o crescimento e desenvolvimento, altera a integridade
das membranas e causa a diminuicdo da atividade das enzimas envolvidas nas reacdes
fotossintéticas (PIMENTEL, 2004).

A redug@o da disponibilidade de 4gua no solo faz com que as plantas desenvolvam
varios mecanismos para controlar a transpiragdo, e assim, impedir uma perda maior de dgua
pelas fo]hés. Um dos principais mecanismos € o fechamento dos estdmatos, evitando que a
dgua escape para a atmosfera através da transpiracio. A medida que o potencial hidrico da
folha diminui, os estématos se fecham, porém, além de evitar a perda de 4gua, o fechamento
dos estomatos também impede que o di6xido de carbono exigido para a fotossintese entre na
folha (RICKLEFS, 2012).

De acordo com Ricklefs (2012), as plantas modificam a fotossintese em ambientes
com alto déficit de 4gua. Em ambientes secos e quentes ndo é possivel manter os estdmatos
abertos, o que € um grande problema para as plantas, principalmente para as espécies C3, pois
com o decréscimo dos niveis de CO;, nas folhas, as plantas enfrentam sérias limitacdes em
suas taxas de fotossi’ntese, e portanto no seu crescimento e producio.

O fechamento dos estdmatos com o objetivo de reduzir a perda de 4gua nas plantas
sob deficiéncia hidrica, estd relacionado ao aumento na concentracao de 4acido abscisico
(ABA), nessas plantas. O ABA exerce seu efeito regulador através do Ca2* presente no
citosol, o qual atua como mensageiro secunddrio na transdugdio do sinal, resultando no
fechamento estomético. Virias pesquisas indicam que um grande nimero de respostas
fisiol6gicas ao estresse pode ser simulado pela adicio de ABA, destacando-se a reducio da
conduténcia estomdtica e da perda de dgua pelas folhas (KERBAUY, 2008).

A conduténcia foliar € constituida em pequena parte pela condutincia cuticular da
epiderme, e pela condutincia estomadtica, quando os estdmatos estio abertos. Portanto, a
condutincia é proporcional ao nimero e tamanho dos estdmatos, além do didmetro da
abertura estomdtica, dependendo da interacdo de um grande nimero de fatores endégenos e
ambientais, como a quantidade de 4gua disponivel no solo (TURNER 1991: LOPES:
WANDELLLI, 2003).

O déficit hidrico reduz a alocagdo de biomassa das folhas e dos caules e algumas
vezes, aumenta a das raizes. Essa resposta da planta pode estar associada a um mecanismo de
tolerancia ao estresse hidrico, pois sob condigdes de baixa disponibilidade de 4gua no solo, as
plantas tendem a investir mais biomassa no sistema radicular, permitindo maior crescimento
de raizes e, consequentemente, aumento da capacidade de absorgdo de nutrientes (CORREIA;
NOGUEIRA, 2004).
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A redug@o da fotossintese, do potencial hidrico, do CRA, da condutancia estomdtica, e
o fechamento dos estématos, induzido pelo aumento na concentracdo de ABA, causados pelo
déficit hidrico, promovem grandes prejuizos para as plantas, pois a energia e os produtos,
como os carboidratos, gerados nesses processos sdo essenciais para um bom desenvolvimento
e sobrevivéncia das plantas.

Oliveira Neto (2010) trabalhando com plantas jovens de Jatobd (Hymenaea courbaril
L.) constatou que a deficiéncia hidrica do solo, diminuiu a condutincia estomatica e, por
conseguinte, a transpiracdo estando esse efeito relacionado com a diminuicdo do potencial
hidrico foliar e ao aumento das concentragoes de ABA. Rocha e Moraes (1997), trabalhando
com plantas jovens de Stryphnodendron adstringens cultivadas em casa de vegetacdo,
submetidas ao déficit hidrico, observaram um decréscimo significativo nas varidveis de trocas
gasosas (fotossintese, condutincia estomatica e transpiracdo), aos 27 dias de estresse.

Os pardmetros de trocas gasosas, como a fotossintese, podem ajudar no entendimento
dos processos fisiolégicos do acapii em condigdes de deficiéncia hidrica.

O objetivo desse trabalho foi analisar os pardmetros de trocas gasosa, relacionados
com a produgdo da biomassa, assim como o potencial hidrico, o conteiido relativo de dgua e
as concentragbes de ABA nas folhas e nas rafzes das plantas de acapu (Vouacapoua

americana), submetidas ao estresse hidrico. & o 0
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2.2- MATERIAL E METODOS
2.2.1- Local e conducio experimental

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA), pertencente ao Instituto de ciéncias agrérias (ICA), localizado em Belém-
Pard, no periodo de novembro de 2011 a julho de 2012.

As mudas de acapdi (Vouacapoua americana Aubl), foram cedidas pela Embrapa
Amazdnia Oriental, com aproximadamente trés meses de idade, medindo 30 cm de altura, e
uma média de 10 folhas, 70 foliolos e 4 cm de didmetro. As sementes foram coletadas no
parque Ecol6gico de Gunma localizado no municipio de Santa Bérbara — PA. Essas plantas
foram aclimatadas durante 2 meses em casa de vegetagdo. Ap6s este periodo, as plantas de
acapu foram selecionadas uniformemente considerando altura, didmetro do caule, nimero de
folhas e nimero de foliolos sendo transplantadas para vasos com 30cm de altura por 30cm de
didmetro, com capacidade para 28kg de substrato.

Cada vaso fo_i completamente cheio com substrato, sobre uma camada de 0,02 m de
pedras britadas para facilitar a drenagem do solo. O substrato utilizado para o crescimento das
plantas foi uma mistura de 3:1:1 (v:v:v), solo arenoso superficial, cama de avidrio e himus de
minhoca. Antes do transplantio foram feitos testes para verificar a capacidade de campo dos
vasos. O processo de calagem para a corre¢iio do- pH do solo e suplementacdo de macro e
micronutrientes foram feitos com base em andlises quimica do substrato, aplicando-se solucéo
nutritiva completa de Hoagland e Arnon (1950).

Antes de serem submetidas aos tratamentos, todas as plantas jovens de acapd foram
irrigadas diariamente durante 6 meses para manté-las na capacidade de campo e para
aclimatd-las as condi¢es ambientais do experimento, sendo efetuada a pesagem do conjunto
vaso/planta periodicamente, para reposicdo da 4gua evapotranspirada, conforme diferenca de
peso.

As plantas foram submetidas a dois regimes hidricos: irrigado (controle) e déficit
hidrico, no qual a imposicdo do déficit hidrico foi obtida pela suspensdo da irrigagdo no
periodo de 30 dias, sendo o tempo 1 (zero dias de déficit hidrico), o tempo 2 (10 dias de
déficit hidrico), o tempo 3 (20 dias de déficit hidrico) e o tempo 4 (30 dias de déficit hidrico).
Durante o periodo das andlises, as plantas controle foram irrigadas diariamente para repor a

agua perdida pela evapotranspiracdo. Fez-se também o controle de plantas daninhas
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manualmente. Nao foi observada ocorréncia de deficiéncia nutricional, bem como o ataque de
pragas e patogenos.

A producdo de biomassa foi medida no ato de cada coleta destrutiva (aos 0, 10, 20 e
30 dias de estresse hidrico), onde as plantas foram separadas em parte aérea e raiz. Essa
biomassa apés secagem em estufa de circulagio forgada, a 70'C por 72 horas, foi utilizada
para determinar a massa seca da raiz, a massa seca da parte aérea e a massa seca total, em

balanca analitica.

2.2.2- Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2 x 4 (duas condi¢Ges hidricas: controle e déficit hidrico, e quatro tempos de
évaliagﬁo), com 5 repeticdes, totalizando 40 unidades experimentais, sendo que cada unidade
experimental foi composta de uma planta/vaso. Foi aplicada a andlise de varidncia nos
resultados e quando ocorreu diferenca significativa, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia. Além disso, foram calculados os desvios-padroes para
cada tratamento, sendo as anlises estatisticas realizadas pelo programa ASSISTAT Versdo

7.7 beta preconizado por Silva (2013).

2.2.3- Varidveis ambientais e biofisicas

As médias de temperatura do ar (Tar), umidade relativa do ar (UR), e as temperaturas
do ar e da folha (Tfol) foram avaliadas através medidor portitii IRGA (Infra-red Gas
Analyser/ADC equipaments - mod. LCi 6400, Hoddesdon, UK).

O potencial hidrico (¥¢) foi determinado entre 08:00 e 10:00h, por meio de uma
bomba de pressdo do tipo Scholander (m670, Pms Instrument Co., Albany, USA). Como
amostras, foliolos maduros e completamente expandidos foram selecionados do segundo ou

terceiro par de folhas a partir do dpice.
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2.2.4- Contetido relativo de agua (CRA)

O CRA foi determinado entre 06:00 e 07:00h em cada coleta. As plantas (ainda no
vaso) foram levadas para o laboratério, onde foram retirados os discos para a determinagio
imediata do CRA. O método utilizado foi o descrito por Slavick (1979), foram retirados 30
discos foliares frescos (10 mm de didmetro) de cada planta, ao acaso, atravds de um vazador
de ago- inoxid4vel, determinando imediatamente a massa dos mesmos (MF;) em balanca
analitica. Em seguida os discos foram transferidos para uma placa de Petri, contendo 35 mL
de 4gua destilada e deixados na bancada (25° C) por um periodo de 6-7 horas. Posteriormente
os discos foram colocados em papel de filtro para retirar o excesso de dgua e em seguida
pesados para determinar a massa tirgida (MF;). Apés, os discos foram colocados em sacos de
papel e levados a estufa (70° C) por 24 h e posteriormente foi determinada a massa seca dos
discos (MS). Os resultados foram expressos em porcentagem, conforme férmula abaixo:

CRA = MF, — MS x 100 (%)
ME, - MS

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

MS= Massa seca;

2.2.5- Trocas gasosas

A condutancia dos estdmatos ao vapor d’agua (gs), a transpiracdo (E), a temperatura
da folha (Tfol), a fotossintese (A), e a concentragio de CO; no ar e na folha (362-192 pmol
mol”', respectivamente) foram determinadas por meio do medidor portétil IRGA. As medigdes
foram realizadas entre 09:30 e 10:30 h, hordrio determinado pela curva de fotossintese x
hordrio. As trocas gasosas foram medidas quando a densidade do fluxo de fétons

fotossintéticos foi superior a 870 pmol m? s

. Como amostras, foliolos maduros e
completamente expandidos foram selecionados a partir de folhas do segundo ou terceiro par

contados a partir do dpice.
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2.2.6- Determinacoes de acido abscisico (ABA)

As determinagGes de ABA foram realizadas no laboratério de fisiologia vegetal da
UNICAMP (Univesidade de Campinas). Para o extrato e purificacio do ABA foi utilizado o
protocolo descrito por Ross et al., (2004), com algumas modifica¢des. Os tecidos de folha
secos em estufa e mofdos, foram macerados em N liqguido com 100% de
polyvinypolyrrolidone (PVPP). Foram utilizados 50 mg de massa seca das folhas e 200 mg de
massa seca das raizes. Em seguida, foi colocado o solvente de extracdo (acetona/H,O/4cido
acético: 80/19/1). Foi utilizado para a folhas e para as raizes, 1,5ml e 2,5ml do solvente de
extragdo, respectivamente. O extrato foi transferido para outro tubo. O almofariz foi lavado
com mais 500 uL do solvente de extracdo e transferido para o mesmo tubo, adicionando-se 40
ng de (-)-5,8°,8°,8” —d4-ABA deuterado. As amostras foram entfo agitadas por 30 a 40 min a
4°C e centrifugadas (15000 x g/10 min/ 4°C). A partir de entdo, foram transferidos para outro
frasco € o residuo lavado com mais 20 puL do solvente de extracdo, centrifugado (15.000 x
g/10 min/4°C) e o sobrenadante foi novamente coletado e adicionado ao primeiro
sobrenadante. Os sobrenadantes combinados foram _' liofilizados, dissolvidos em 100 uL de
metanol/ 4cido acético (99/1) mais 900uL de H,O /4cido acético (99/1) e, em seguida,
centrifugados (15000x g/2 min/4°C. O sobrenadante foi transferido para coluna de extrago de
fase sélida (SPE) (Oasis HLB 1, Waters, Mil Ford, MA, USA) e o 4cido abscisico (ABA) e
eluido com 1ml de metanol/H,O/4cido acético (80/19/1). O extrato foi liofilizado e o
concentrado foi ressuspendido em 220 pL de (85/15) (H2O/acetronitrila com 0,07% de 4cido
acético), agitado em baixa velocidade por 5 min (4°C), sonicado por 5 min e centrifugado
(15.000 x g/10 min/4°C). O sobrenadante foi, em seguida, transferido para via injetora.

As separagdes cromatogréficas das amostras de folhas e raizes foram feitas em um
cromatografo liquido de alto desempenho (Shimadzu, Téqui, Japdo) acoplado a um
espectrometro de massa triplo quadrupolo (Micromass, modelo Quattro II com fonte Z-
Spray™, Manchester, Reino unido). O HPCL possui duas bombas LC-ADvp, um detector
UV/VIS SPD-10ADvp, um auto-injetor SIL-10ADvp e um controladpr de sistema SCL-
10Avp.

As anélises foram feitas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
no modo de ionizac@o electrospray negativo (HPCL/MS/ESI-). As amostras foram analisadas,
utilizando-se de uma coluna cromatogrifica C-18 Supelcosil (Supelco; 15cm de
comprimentro x 4,6 mm de didmetro interno, 5 mm de tamanho da particula), com fluxo de

0,3 ml min?. Os eluentes usados foram 4cido férmico 0,1% (A) e acetonotrila (B). O
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gradiente linear utilizado foi de 15% até 100% de B em 20 min, 100% de B por mais 5 min,
100% a 15% de B em 2 min e 15% até 30 min. O comprimento de onda selecionado foi de
252 nm. As condi¢des de ionizagdo foram: voltagem do capilar de 4kV, temperatura da fonte
de 100°C e temperatura de dessolvatagdo de 200°C, voltagem do cone de amostragem e
extrator de 30V e 5V, respectivamente, energia de colisdo de 15EV, fluxo de gés de secagem
de -400 L.h, fluxo de géds de dessolvataciio de 15 L.h” e argdnio como gés de colisdo. Os
dados foram processados pelo software MassLynx NT (versdo 3,2, Micromass, Altricham,
Reino Unido). A deteccdo e quantificagdo de ABA nas amostras foram feitas mediante o
monitoramento de reagdes miiltiplas (MRM) via sele¢do de transicdo de massa especifica da
molécula de interesse (para 0 ABA, 263- 153 e, para o ABAdy, 267- 156).
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2.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1- Variaveis ambientais

A temperatura minima e méxima do ar durante as coletas dos dados do experimento
variou de 25,3 °C — 39,5°C. A umidade relativa do ar variou entre 62,5% a 89%. A média da
radiacdo fotossinteticamente ativa foi de 870umol? s

A temperatura média da folha foi de 36,95 °C nas plantas mantidas irrigadas e de
37,99 °C nas plantas sob estresse hidrico, e o DPV variou de 1,92 KPa a 2,92 KPa.

2.3.2- Potencial hidrico

Os potencias hidricos das plantas mantidas sob deficiéncia hidrica reduziram
significativamente com o aumento do nimero de dias sem irrigacdo (Figura 1). Enquanto as
plantas irrigadas mantiveram média constante de -0,67 MPa ao longo do experimento, os
valores para as plantas estressadas foram -0,66; -1,62; -2,56 e -2,86 MPa nos tempos 0, 10, 20
e 30 dias de déficit hidrico, respectivamente. Essa reducdo no potencial hidrico foliar das
plantas sob estresse hidrico, pode ser atribuida ao aumento da concentracdo de actcares e
aminodcidos, promovidos pela deficiéncia hidrica (Figuras 17 e 25) (CASCARDO et al.,
1990).

O potencial hidrico é usado como medida do status hidrico da planta, além de
governar o transporte de 4gua através das membranas celulares. No entanto, em condicoes de
seca, as plantas podem apresentar o potencial hidrico bastante negativo. Em geral esse tipo de

estresse promove acumulacio de so]mognd citoplasma e no vactiolo das células vegetais;

permitindo 3s células manterem a/ﬁ}eﬁ turgor,) apesar dos baixos potencias-hidricos
(NOGUEIRA et al., 2011; TAIZ; ZEIGER,_ . 2011’1) De acordo com Pagter et al., (2005), o
acumulo desses compostos nas folhas diminui o potencial hidrico foliar (¥v), o que aumenta a
capacidade de absorgdo de dgua das plantas e atenua os efeitos do deficit hidrico no contetido
relativo de dgua da planta.

Silva (2009), também observou diminui¢do acentuada no potencial hidrico de plantas
jovens de andiroba (Carapa guianensis Aubl.), com o aumento do tempo de deficiéncia
hidrica, durante 27 dias, em casa de vegetagdo. Rocha e Moraes (1997) trabalhando com

plantas jovens de Stryphnodendron adstringens cultivadas em casa de vegetacdo, submetidas
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ao estresse hidrico induzido por suspensdo de rega, obtiveram aos 30 dias de estresse, valores
no potencial hidrico de até -2,7 MPa. Cordeiro (2012) trabalhando com plantas de mogno
brasileiro, ip¢ amarelo e jatobd também constatou reducdo no potencial hidrico dessas

espécies durante o periodo seco nas condi¢des edafocliméticas de Igarapé- A¢d/ Para.

Tempo em dias
0 10 20 30
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4 POTENCIAL HIDRICO

Figura 1. Potencial hidrico das folhas de plantas jovens de acapu (Vouacapoua americana Aubl.)
submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra maidsculas ou
mindscula, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras mindsculas
comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam os valores ao longo
do experimento. As barras representam os devios padroes das médias.

2.3.3- Contetido Relativo de agua (CRA)

O contetdo relativo de dgua nas plantas sob déficit hidrico reduziu significativamente
ao longo do tempo, quando comparado as plantas mantidas irrigadas (Figura 2). As plantas
irrigadas mantiveram média de 83,93% ao longo do experimento. Os valores apresentados
pelas plantas submetidas ao déficit hidrico foram de 83,98%; 74,25%; 66,70% e 52,79%
equivalentes a 0, 10, 20 e 30 dias de estresse hidrico (Tabela 1). A diminui¢cdo do contelido

relativo de dgua dos tecidos foliares seguiu basicamente a mesma tendéncia observada nos. . °

a

valores do potencial hidrico como mostra a Figura 1. e

Essa diminuicio promove deformacSes na parede celular, ruptura e hs; da§
membranas dos cloroplastos e mitocondrias; e de outras organelas; reduzindo assim a
atividade das reacdes associadas as membranas, como a atividade bioquimica da fotossintese

(PIMENTEL, 2005). Segundo Kerbauy (2004), a perda de turgor causada pelo déficit hidrico
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provoca o fechamento estomdtico, a redugéo da fotossintese (Figura 3) e da respiragdo, e a
interferéncia de muitos processos metabdlicos basicos.

O aumento da concentracdo de prolina no tecido foliar (Figura 27) tem sido
relacionado com a diminuicdo do potencial hidrico da folha, Figura 1, (BLUM; EBERCON,
1976), com a diminui¢do do conteddo relativo de dgua (PATIL et al., 1984) ¢ com a
resisténcia a difusdo de vapor (WALDREN; TEARE, 1974). Dessa forma, o contetdo relativo
de dgua tem sido um dos principais determinantes da atividade metabélica e da sobrevivéncia
foliar, atuando como um indicador importante de tolerincia ao estresse hidrico
(SCHONFELD et al., 1988).

Carvalho (2005) encontrou respostas semelhantes s obtidas neste trabalho, ao
observar reducdo no CRA de plantas jovens de paricd (Schizolobium amazonicum) e
guapuruvu (Schizolobium parahyba) submetidas a dois ciclos de deficiéncia hidrica, em casa
de vegetacdo. Albuquerque et al., (2013) trabalhando com plantas de mogno africano em casa
de vegetacdo, sob dois regimes hidricos (controle e déficit hidrico), observaram reducio de
28% no CRA aos 14 dias de estresse hidrico.

® Controle

# Estresse

Tempo em dias

Figura 2. CRA em folhas de plantas jovens de acapu (Vouacapoua americana Aubl.) submetidas a 0,
10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra maidsculas ou mindsculas,
ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras mintsculas comparam os
valores entre os regimes hidricos e as letras mailsculas comparam os valores ao longo do
experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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2.3.4- Fotossintese

A taxa fotossintética (A) diminuiu, significativamente, nas plantas sob déficit hidrico
apartir do 10° dia de estresse hidrico, mas ndo diferiu estatisticamente nos valores observados
aos 20 e 30 dias de déficit hidrico (Figura 3). As plantas irrigadas mantiveram a fotossintese

‘constante apresentando média de 2,91 pmol m? s entre os tratamentos. Os valores
apresentados nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica foram 3,09; 1,16; 0,28 e 0,02 pmol
m>s’! para os tempos com 0, 10, 20 e 30 dias de estresse hidrico, respectivamente (Tabela 1).
Aos 20 dias de estresse, a fotossintese ndo diferiu estatisticamente nem do tempo com 10 dias,
e nem do tempo com 30 de suspensdo hidrica.

Essa diminui¢@o na fotossintese é induzida pela reducdo de 4gua no solo, que promove
o fechamento dos estomatos, devido principalmente, ao aumento da concentracio de ABA na
planta (Figuras 6 e 7), Como resposta a diminuiciio do potencial hidrico e do contetido relativo
de dgua nos tecidos foliares (Figuras 1 e 2, respectivamente). Aos 30 dias de déficit hidrico a
fotossintese liquida (Figura 3) foi nula, mostrando que neste potenciél hidrico foliar (-2,8
MPa) ocorreu fechamento estomatico total (Figura 4).

' Segundo Flexas e Medrano (2002), a reducio da fotossintese em plantas submetidas a
deficiéncia hidrica, pode ocorrer por diferentes razdes, tais como limitacdo estomatica a
entrada de CO,, danos ao aparato fotoquimico da fotossintese, redugio na sintese de ATP, ¢
diminuicdo na atividade da Rubisco (Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase) ou em’
sua taxa de regenerac@o.

Existem numerosos trabalhos mostrando que a fotossintese (assimilagio de CO,) pode
ser limitada pelo fechamento dos estdmatos, seja em resposta a um decréscimo no potencial
hidrico foliar (SCHULZE; HALL, 1982), diminuicio da umidade relativa do ar (LANGE et
al., 1971; BUNCE, 1986; PRADO et al , 1995), ou como uma resposta direta dos estdbmatos
ao déficit hidrico do solo (BLACKMANN; DAVIES, 1985; GOLLAN et al , 1986).

Resultados obtidos por Santana (2012) trabalhando com plantas de pinhdo manso
(Jatropha curcas 1.) mostram diminui¢do da fotossintese nas plantas sob déficit hidrico.
Gongalves et al., (2009), trabalhando com plantas jovens de Carapa guianensis submetidas a
deficiéncia hidrica e a reidratacdo, em casa de vegetacio, observaram que a fotossintese

diminuiu 88% aos 21 dias de supressdo de dgua.
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Figura 3. Fotossintese em folhas de plantas jovens de acapu (Vouacapoua americana Aubl.)
submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. Médias seguidas pela mesma letra maidsculas ou
mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras minisculas
comparam 0s valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores ao longo
do experimento. As barras representam os devios padrSes das médias.
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2.3.5- Condutincia estomatica

A condutancia estomética (g;) diminuiu, significativamente, nas plantas sobre déficit
hidrico quando comparada as plantas mantidas irrigadas (Figura 4). No entanto, ndo houve
diferenca significativa nos valores de g, entre os tempos com 20 e 30 dias de estresse. Os
valores encontrados nas plantas submetidas 2 deficiéncia de dgua foram de 0,06; 0,03; 0,01 e
0,01 mmol m? s para os tratamentos com 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico
respectivamente (Tabela 1). As plantas mantidas sob controle apresentaram média de 0,06
mmol m? s, A medida que o déficit hidrico aumentou, houve desidratacdo das células do
mesoéfilo e diminui¢do do potencial hidrico das folhas (Figura 1), reduzindo a fotossintese
(Figura 3) e a condutancia estomaética.

O fechamento estomdtico, representa a causa primdria da reducio na taxa

fotossintética e na taxa de transpiracdor (Figura 5) sob condig¢des de deficiéncia hidrica, & essa’
redugdo se deve a diminuicdo na disponibilidade de CO, nas cAmaras subestomaticas das”
folhas, causada pelo fechamento dos estdmatos (GONCALVES et al., 2009). Uma das
primeiras respostas ao dédicit hidrico é a reducdo na condutincia estomdtica, e um longo
periodo de estresse pode provocar limitacdes na fotossintese e no crescimento da planta

(CENTRITO, 2003). O fechamento estomitico é uma tentativa de manter o contetido hidrico
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favoravel nos tecidos das plantas sob déficit hidrico, por um maior tempo possivel. Essa
reducdo da abertura do poro estomético, todavia, restringe a troca de gases entre o interior da
folha e a atmosfera causando diminui¢do na assimilacio de CO, que € utilizado no processo
fotossintético (KRIEG 1993; LARCHER 2000). A abertura estomatica depende do estado
hidrico da folha e da demanda evaporativa da atmosfera. Existem numerosas observacoes,
como mostra Naves-Barbiero et al., (2000) ao trabalhar com duas espécies lenhosas Rapanea
guianensis e Roupala montana, de que a condutincia estomética diminui em reposta ao
aumento do déficit de pressdo de vapor entre a folha e o ar, e que a resposta esté relacionada a
taxa de transpiracdo foliar (SCHULZE, 1993).

Resultados semelhantes foram observados em plantas de mogno- africano
(ALBUQUERQUE et al., (2013) e em plantas de citrus submetidas ao estresse hidrico e a
reidratagdo por Medina et al, (1999), os quais demonstraram diminui¢do na condutincia
estomdtica sob condi¢des de estresse hidrico. Plantas jovens de mogno (Swietenia
macrophylla) conduzidas em casa de vegetacdo, sob déficit hidrico, tiveram redu¢do na
condutancia estomdtica e na transpiracdo, nos 20 primeiros dias de estresse (LIMA et al,,
2007). Rocha et al., (1997) observou redugdo na g, em plantas jovens envasadas de
Stryphnodendron adstringens, pertencente a Familia Leguminosae, sub-familia Mimosoideae,

submetidas a deficiéncia hidrica durante 30 dias em casa de vegetacdo.

CONDUTANCIA ESTOMATICA
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Figura 4. Condutancia estomitica em folhas de plantas jovens de acapu (Vouacapoua americana
Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra
maidsculas ou mintsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras
mintsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam os valores
a0 longo do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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2.3.6- Transpiracéo

A transpiragdo foliar (E) reduziu, significativamente, nas plantas sobre déficit hidrico
quando comparada as plantas mantidas irrigadas (Figura 5), seguindo tendéncia semelhante a
conduténcia estomdtica nas plantas subemetidas a deficiéncia hidrica (Figura 4). Houve
reducdo significativa em E desde o 10° dia de suspens@o da irrigagdo, porém, tal reducéo, foi
estatisticamente semelhante aos 20 e 30 dias de déficit hidrico. A média dos valores nas

plantas mantidas irrigadas foi de 1,56 mmol m? s’

, enquanto que os valores obtidos nas
plantas com deficiéncia hidrica foram de 1,55; 0,91; 0,31 e 0,19 mmol m? s para os
tratamentos com 0, 10, 20 e 30 dias, respectivamente (Tabela 1).

/A reduc@o da transpiracdo ocorre devido ao fechamento estomatico, que é promovido
pelo aumento da biossintese ou da redistribuicdo do ABA, horménio regulador do fechamento
estomdtico em plantas com deficiéncia hidrica (Figuras 6 e 7). De acordo com Taiz e Zeiger,
(2013) a sensibilidade da planta em relagdo a determinados processos fisiolégicos, é em geral,
uma estratégia da planta, em enfrentar a falta de d4gua no solo.

O decréscimo de E pode estar ligado ao comportamento estomatico ao longo do
estresse, possivelmente, devido ao potencial da d4gua da folha e sua relagdo com o potencial da -
dgua no solo, além de outros fatores do ambiente, tais como luz e umidade relativa
(NOGUEIRA et al., 2000).

Resposta semelhante foi encontrada por Silva (2007), que observou diminui¢do na
taxa de transpiracao das plantas de aroeira (Schinus terebinthifolius) sob déficit hidrico, em
casa de vegetac@o. Oliveira et al., (2002) trabalhando com plantas de pupunheira submetidas
ao estresse hidrico, em casa de vegetacdo, também observaram diminui¢do na taxa de
transpiracdo dessa espécie a partir do 6° dia de deficiéncia hidrica.

Os resultados deste trabalho também concordam com os relatados por Nogueira et al.,

(2000), que observou reducdo na transpiragdo de mudas de aceroleiras (Malpighia

emarginata), nos periodos crescentes de estresse hidrico, em casa de vegetac@o.
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Figura 5. Transpiragio em folhas de plantas jovens de acapu (Vouacapoua americana Aubl.)
submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. Médias seguidas pela mesma letra maidsculas ou
minusculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras mindsculas
comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam os valores ao longo
do experimento. As barras representam os devios padroes das médias.

2.3.7- Concentracdes de 4cido abscisico (ABA)

As concentragdes de 4cido abscisico (ABA) nas folhas e nas raizes de acapu
aumentaram, significativamente, com o tempo de estresse hidrico, em comparacio as plantas
sob controle (Figuraé 6 e 7). Os teores médios de ABA nas plantas irrigadas, para folhas e
raizes, foram de 52,43 e 65,78 ng g’ MS respectivamente. As plantas sob déficit hidrico
apresentaram para as folhas, 54,44; 65,64; 90,62 e 182,39 ng g™ MS aos 0, 10, 20 e 30 dias de
estresse, respectivamente, e para as raizes 65, 78 127 30 171 17 & 239, 74 ng g MS nos
mesmos intervalos de tempo. TR SR

A diminui¢@o de dgua no solo promove o aumento da produgio desse dcido na planta,
que age sobre o mecanismo estomitico, sendo um dos primeiros sintomas das plantas ao
perceberem o estresse. Uma das principais funcdes do ABA & promover o fechamento'
estomatico, e como consequéncia evitar a perda de dgua por transpiracio em plantas sob
deficiéncia hidrica (Figura 5).

Segundo Kerbauy (2008), nas folhas um dos fatores que afetam a redistribuiciio do
ABA durante o déficit hidrico é o pH. Nessas condicbes de deficiéncia hidrica a sewa go

xilema e o ﬂu1do‘ do apoplasto tornam-se @lcalingsy promovendo diminuigio no gradiente de

pH entre o apoplasto e o simplasto. Essa a.lcahmzagao do pH promove a liberagdo do ABA



45

aprisionado no simplasto em direcdo ao apoplasto, e/ ou previne sua saida deste tltimo
compartimento, onde, acumulado em maiores concentragdes,
(KERBAUY, 2008).

Silva (2007) trabalhando com plantas de café (Coffea canefora) sob déficit hidrico,

encontrou resultados semelhantes aos deste trabalho, ao observar aumento nas concentragoes
foliares de ABA em resposta ao estresse hidrico quando as plantas apresentaram o potencial
hidrico menor que -1,0 MPa. Alves (2010) também encontrou’ resultados similares,’
trabalhando com plantas jovens de ipé-amarelo (Tabebuia serratifolia), em casa de vegetagio,’
- submetidas a falta de dgua e ao alagamento, onde constatou aumento na concentragio do-
'ABA, tanto nas folhas quanto nas raizes sob deficiéncia hidrica.

CONCENTRA(;@ES DE ABA NAS FOLHAS
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Figura 6. Concentragdes de ABA em folhas de plantas jovens de acapu (Vouacapoua americana
Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra
maidsculas ou mindsculas ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras
mindsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam os valores
ao longo do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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Figura 7. Concentragoes de ABA em raizes de plantas jovens de acapu (Vouacapoua americana
Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra
maidsculas ou mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras
mintisculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores
ao longo do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.

2.3.8- Massa seca da parte aérea, massa seca da raiz-e massa seca total

—
=

O déficit hidrico reduziu significativamente amda parte aérea (Figura 8 A),
assim como a massa seca da raiz (Figura 8 B) e a massa seca total (Figura 8 C). Porém o
efeito do tempo na massa seca da raiz, s6 foi observado em plantas com 30 dias de deficiéncia
hidrica .

A massa seca da parte aérea diminuiu significativamente ao longo do experimento nas
plantas estressadas. Os valores obtidos nas plantas mantidas sob controle foram, 63,1g; 61,0g;
67,2g e 85,7g equivalentes a 0, 10, 20 e 30 dias, repectivamente. As plantas submetidas ao
déficit hidrico apresentaram os valores de 63,1g; 51,4g; 44,4g e 39,5g aos 0, 10, 20 e 30 dias,

respectivamente. [Essa re

ducdo nos valores de massa seca da parte aérea nas plantas
' submetidas a falta de dgua, possivelmente, deve-se a diminui¢do da taxa fotossintética dessas’
plantas, que diminuiu a produgdo dos fotoassimilados; bem como as possiveis alteracdes no
‘metabolismo da planta como um todo. Esses resultados se assemelham aos encontrados por
Santiago (2000) que observou reducio na matéria seca da parte aérea em plantas jovens de
sabid (Mimosa caesalpiniifoli) submetidas ao estresse hidrico.
Na massa seca da raiz houve um decréscimo significativo apenas no 30° dia de
estresse hidrico, cujo o valor foi de 14,6g. A média das plantas mantidas sob controle foi de

22,1g. Esse decréscimo na produgio de matéria seca da raiz corrobora com vérios trabalhos
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de pesquisa sob estresse hidrico. Resultados semelhantes ao deste trabalho foram encontrados
por Oliveira Neto (2010) trabalhando com plantas de jatobd (Hymenaea courbaril L.), em
casa de vegetacdo, submetidas a 30 dias de estresse hidrico, no qual observou uma reducdo na
massa seca das raizes dessas plantas, em condigdes de redugdo de agua.

A suspensdo da irrigagdo por 10 dias afetou significativamente a massa seca total das
plantas de acapu ao longo do experimento. Os valores obtidos para a massa seca total nas
plantas sob controle hidrico foram, 83.9g; 82,8g; 88,2g; 110,7g aos 0, 10, 20 e 30 dias,
respectivamente. Nas plantas sob deficiéncia hidrica os valores foram 83,0g; 72,28, 62,6g;
54,1g, aos 0, 10, 20 e 30 dias, respectivamente. Junior (2008), trabalhando com duas
cultivares de mamoma submetidas ao estresse hidrico observou diminui¢do da matéria seca
total nas plantas estressadas em relacdo as plantas mantidas irrigadas.

Cabral et al., (2004) trabalhando com plantas jovens de tabebuia aurea sob estresse
hidrico, em casa de vegetacdo, observou uma reducdio da massa seca da parte aérea, da raiz e
total das plantas, ao longo do experimento.

De acordo com Correia e Nogueira (2004) o estresse hidrico diminui a alocagao de
biomassa das folhas e dos caules e aumenta a das raizes. Essa resposta da planta pode estar
associada a um mecanismo de tolerncia a0 estresse hidrico, pois, sob condicdes de baixa
disponibilidade de 4gua no solo, as plantas tendem a investir mais biomassa no sistema
radicular, permitindo maior crescimento de raizes e, consequentemente, aumento da
capacidade de absorg@o de nutrientes.

A deficiéncia hidrica é uma das condigdes que mais limitam a producdo priméria dos
ecossistemas ¢ o rendimento das culturas, principalmente pelas restricoes que impdem a
fixacdo fotossintética do carbono (GRISI et al., 2008). Segundo Kozlowski (1984) a falta de
4gua no solo afeta o desenvolvimento das plantas, diminuindo a massa seca das raizes e da
parte aérea.

Para Larcher (2004) os efeitos da seca sobre os vegetais dependem da intensidade do
estresse, da genética da planta e da duragdo desse estresse, podendo provocar diversas

alteracdes ecofisiolégicas na planta.
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Figura 8. Massa seca da parte aérea (A), massa seca da raiz (B) e massa seca total (C) de plantas de
acapu (Vouacapoua americana Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias
seguidas pela mesma letra maitisculas ou mindisculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de
probabilidade. As letras mindsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras
maitsculas comparam os valores ao longo do experimento. As barras representam os devios padrdes

das médias.
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2.4- CONCLUSAO

A suspensdo da irrigacdo por 10 dias foi suficiente para alterar o metabolismo das
plantas jovens de acapii, aumentando a concentragdo de ABA tanto nas folhas, quanto nas
raizes, e reduzindo os parimetros de trocas gasosas, assim como o CRA, ¢ a massa seca das
folhas, das raizes e a massa seca total das plantas jovens de acapi.

Plantas jovens de acapii toleram um potencial hidrico de até -2,86 MPa, nessas

condigdes experimentais, embora tenham apresentado perdas significativas em relacdo as

- trocas gasosas ¢ a producdo de massa seca.
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Tabela 1. Varidveis fisiolégiacas. Os valores apresentados sdo as médias e erro padrio das
varidveis fisiol6gicas. As médias seguidas pela mesma letra maitisculas ou mindsculas, nio
diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras mindsculas comparam os
valores entre os regimes hidricos e as letras maidsculas comparam os valores ao longo do
experimento.

Tratamentos Varidvel Lot (dies)
0 10 20 30
Controle W, MPa)  —DO6:0.083A -058:0,14aA —0740,11aA  ~0,680,14aA
Déficit —0,66:0,080A —1,62:028bB —2,56:0,13bC —2,86+0,54bD
Controle RA () DOBL3mA S3SSHLENA  8382185A  84395108A
Déficit 8390+1,08aA 7425:1,80bB  66,70:1,84bC  52,79+1,66bD
Controle o . 2844045aA  28%206aA  328:193%aA  2,37+1352A
Deficit - PTOIIUST) ) i6i108aA  136£1646B  028:05IbBC  0:0.13bC
Contwole o im?gy O006:003A  00B:0040AB  009:003aA  0,05:0,03aB
Déficit 006:0032A 003:001bAB  0,01+0bB 0,01:0bB
Controle 5 4. L1S5:0,19A  1,78+079aA  141:04aA  147+0,66aA
Deficit  © PTOITUST) sci010aA  091£039AB  031:0555B  0,19:0,01bB

Tabela 2. Massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR),
massa seca total (MST). Os valores apresentados s3o as médias e erro padrio
das varidveis de massa seca. As médias seguidas pela mesma letra maitisculas
ou minusculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.
As letras mintsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras
mailisculas comparam os valores ao longo do experimento.

Tratamentos Varidvel ~oHpo (dins)
10 20 30
Controle MSPA (g/ 63,1+1,0aC 61,0+1,84aC 67.2+2.75aB 85,7+2,33aA
Déficit planta)  63,1+10aA 51,4+1,68bB 44,4+1,33bC 39,5+2,49bD
Controle =~ MSR(g/ 20,2+1,65aB 21,7+0,75aB 21,0+1,78aB 25,0+1,36aA
Déficit planta)  20,7+1,65aA 20,8+1,57aA 18,2+1,04bA 14,6+1,96bB
Controle =~ MST (g/ 83,9+1,84aB 82,8+1,57aC 88,2+172aB 110,7+2,6aA
Déficit planta) 839+]184aA 722+299B 62,6+0,63bC 54,1+2.9bD
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CAPITULO 3- RESPOSTAS BIOQUIMICAS DE PLANTAS JOVENS DE ACAPU
(Vouacapoua americana Aubl.) SUBMETIDAS A DEFICIENCIA HIDRICA

RESUMO

A 4gua é importante para os seres vivos, constituindo, em geral, cerca de 90% do peso das plantas; ela atua em,
praticamente, todos os processos bioquimicos e morfolégicos; é também responsivel pela manutencdo da
turgescéncia atuando como reagente em varias importantes reacdes na planta. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a influéncia do estresse hidrico sobre comportamento bioquimico das plantas jovens de acapu. O
experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural da Amazdnia (UFRA),
pertencente ao Instituto de ciéncias agrarias (ICA), localizado em Belém- Pard, no periodo de janeiro de 2012 a
Jjulho de 2012. As plantas foram submetidas a dois regimes hidricos [irrigado (controle) e déficit hidrico], sendo
que o déficit hidrico foi obtido pela suspensao da irrigacdo. O tempo 1 (zero dias de déficit hidrico), o tempo 2
(10 dias de déficit hidrico), o tempo 3 (20 dias de déficit hidrico) e o tempo 4 (30 dias de déficit hidrico).
Durante o periodo do experimento as plantas controle foram irrigadas diariamente para repor a 4gua perdida pela
evapotranspiracao. O déficit hidrico induziu o aumento nas concentragdes de amdnio, sacarose, prolina e glicina
betaina, assim como nos teores de aminoicidos soltveis totais, carboidratos soliveis totais, tanto nas folhas,
quanto nas raizes, ocasionando o abaixamento do potencial hidrico na espécie. Por outro lado a falta de dgua
provocou redugd@o nas concentragdes de nitrato, de glutamina sintetase, de amido, e das proteinas soliveis totais
nos tecidos foliares e nas raizes. O estresse hidrico induziu expressivas alteragdes nas varidveis bioquimicas
avaliadas. O déficit hidrico induziu 0 aumento nas concentragdes de amdnio; sacarose, prolina e glicina betaina,
assim como nos teores de aminodcidos soliveis totais, carboidratos soldveis totais, tanto nas folhas, quanto nas
raizes. Por outro lado a falta de 4gua provocou redugéo nas concentragGes de nitrato, da glutamina sintetase, do
amido, e das proteinas soliiveis totais nos tecidos foliares e das raizes.

Palavras- chave: Déficit hidrico, metabolismo do nitrogénio, substincias osmorreguladoras
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CHAPTER 3- BIOCHEMICAL RESPONSES OF PLANT YOUNG ACAPU
(Vouacapoua americana Aubl.) SUBMITTED TO WATER STRESS

ABSTRACT

Water is important to living things, being in general around 90% of the weight of the plants; it operates in
virtually all biochemical and morphological processes; it is also responsible for maintaining the swelling acting
as a reagent in various important reactions in the plant. The aim of this study was to evaluate the influence of
water stress on young plants of biochemical acapu behavior. The aim of this study was to evaluate the influence
of water stress on young plants of biochemical acapu behavior. The experiment was conducted in a greenhouse
at the Federal Rural University of Amazonia (UFRA) belonging to the Institute of Agricultural Sciences (ICA),
located in Belém, Pard, from January 2012 to July 2012. The plants were subjected to two water regimes
[irrigated (control) and drought], being that the water deficit was obtained by suspending irrigation. Time 1 (zero
days of drought), time 2 (10 days of drought), time 3 (20 days of drought) and time 4 (30 days of drought).
During the experimental period the control plants were irrigated daily to replace water lost by
evapotranspiration. Drought induced an increase in the concentrations of ammonium, sucrose, proline and
glycine betaine, as well as in total soluble amino acids, soluble carbohydrates in both leaves and root rot, causing
the lowering of the water potential in the species. On the other hand the lack of water caused reduction in nitrate,
glutamine synthetase, starch, and total soluble protein in the leaves and roots. Water stress induced significant
changes in biochemical variables evaluated. Drought induced an increase in the concentrations of ammonium,
sucrose, proline and glycine betaine, as well as in total soluble amino acids, soluble carbohydrates in both leaves
and root rot. On the other hand the lack of water caused a reduction in nitrate, glutamine synthetase, starch, and
total soluble protein in the leaves and roots.

Keywords: Water stress, nitrogen metabolism, substances osmorreguladoras
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3.1- INTRODUCAO

Segundo Lorenzi, (2009) o acapi possui cerca de 15-30 m de altura, uma copa
arredondada. Seu tronco € ereto e cilindrico, com 50-90 cm de didmetro, sem sapopemas
basais, revestido por uma casca fina e quase lisa. E uma planta semidecidua, ciéfita até
heli6fita, exclusiva da mata pluvial amazénica de terra firme, onde é medianamente freqiiente,

porém de dispersdo irregular e descontinua.

A dgua € importante para os seres vivos, constituindo, em geral, cerca de 90% do peso
das plantas, ela atua em, praticamente, todos os processos bioquimicos e morfolégicos, é
também responsavel pela manutencdo da turgescéncia atuando como reagente em vérias
importantes reagdes na planta, como a fotossintese. Outra fungio relevante da dgna na planta
€ o seu papel na regulacdo térmica da planta, agindo tanto no resfriamento, como na

manutenc¢@o e na distribui¢io do calor (FARIAS, 2005).

A assimilacdo do nitrogénio € um processo essencial, que controla o crescimento e o
desenvolvimento das plantas e tem efeitos marcantes sobre a fitomassa e aprodutividade final
das culturas (LAM et al., 1996). O nitrogénio é bastante afetado pelo déficit hidrico, e &
considerado um elemento essencial para as plantas, pois est4 presente na composicdo das mais
importantes biomoléculas, tais como ATP, NADH, NADPH, clorofila, proteinas e inimeras
enzimas (MIFLIN; LEA, 1976; HARPER, 1994; TAIZ; ZEIGER, 2013; KERBAUY, 2008).
Em muitos sistemas de producdo, a disponibilidade de nitrogénio é quase sempre um fator

limitante, influenciando o crescimento da planta mais do que qualquer outro nutriente.

Os seres vivos sdo formados por uma enorme variedade de reacdes bioquimicas, e
quase todas elas mediadas por uma série de extraordindrios catalizadores biolégicos
conhecidos como enzimas. As enzimas aumentam a velocidade das reacbes quimicas por
meio da redugdo da barreira de energia livre que separa os reagentes dos produtos (VOET, et
al., 2000). A redutase do nitrato (NR) é a enzima catalisadora da conversio do nitrogénio
inorgénico na forma de nitrato (NOj3) para a forma de nitrito (NO,). O nitrito formado é
exportado para o cloroplasto e, posteriormente, transformado em aménio (NH,") pela acio da
nitrito redutase (SANCHEZ; HELDT, 1990). O am6nio produzido € entdo incorporado em
acidos orgénicos, dando origem aos aminoécidos, a partir de reagSes subseqiientes catalisadas
pelas enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato sintetase (GOGAT). A enzima redutase

do nitrato € altamente dependente do seu substrato, que € o nitrato, na falta de 4gua no solo a
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planta ndo absorve o nitrato, diminuindo a atividade dessa enzima e causando grandes

prejuizos para a planta.

Segundo Ferreira (2002), alguns metab6litos nitrogenados, como o aminoédcido
prolina, tendem a acumular nos tecidos vegetais sob estresse hidrico, com objetivo de atuar no
ajustamento osmético das cdlulas. Como a assimilacdo do nitrogénio € reduzida sob
condi¢des de baixa disponibilidade de dgua no solo, supde-se que tais compostos se originam
da rotatividade de proteinas, é neste contexto, que as enzimas envolvidas na incorporacéo de
amOnia & compostos orginicos, os quais podem agir como precursores para diferentes

metabdlitos, podem ter importante papel na sobrevivéncia de plantas durante o déficit hidrico.

De acordo com Voet et al., (2000), os aminoacidos comuns sdo conhecidos com -
aminodcidos porque possuem um grupo amino primdrio (—NH) e um grupo carboxilico (—
COOH) como substituintes do mesmo dtomo de carbono. A tnica excecdo € prolina, que
possui um grupo amino secundario (—NH—).

As proteinas sdo componentes estruturais essenciais das células e estdo no centro da
acdo dos processos biolégicos, exercem também funcdes regulatdrias, controlando as
condi¢gdes intracelulares e extracelulares, mandando ainda, informacdes para outros
componentes da célula. Praticamente todas as transformacdes moleculares que definem o
metabolismo celular sdo mediadas pela catdlise proteica (VOET et al., 2000).

Os carboidratos s@o as moléculas biol6gicas mais abundantes, eles sdo quimicamente
mais simples do que os nucleotideos ou os aminodcidos, contendo apenas trés elementos,
carbono, hidrogénio e oxigénio, combinados de acordo com a férmula (CH,0), (VOET, et al.,
2000). A concentragio de carboidratos soliveis totais (sacarose, frutose e glicose
principalmente) e insoliveis (amido) nos tecidos, para uso na manutengdo e crescimento
destes, é considerada como reguladora tanto da fotossintese quanto da respiragcdo (FARRAR,
1993). A concentracdo de agtlicares no citoplasma (controlada pela demanda em outros
tecidos) visa regular a taxa de assimilacdo de CO; e/ou a sintese ou hidrélise do amido, ambos
no cloroplasto (LEGGOD, 1996).

Com a desidratacio, hd uma diminui¢do do contetido de amido na célula, ocorrendo a
reducdo na fotossintese, e aumento de agtcares soliveis (ROSSIELLO et al.,, 1981b;
PIMENTEL, 1999), devido a paralisagdo no crescimento celular ¢ na sintese de sacarose
(VASSEY; SARKEY, 1989) para exportacio.
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Devido a fatores climdticos e de degradacdo do meio ambiente a disponibilidade
hidrica tem sido um grande problema para o desenvolvimento das plantas, principalmente em
areas desmatadas. Diante do exposto esse trabalho objetivou avaliar a influéncia do estresse

hidrico sobre comportamento bioquimico das plantas jovens de acapd.



MATERIAL E METODOS
Local e conducao experimental

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural da
Amazdnia (UFRA), pertencente ao Instituto de ci€ncias agrarias (ICA), localizado em Belém-
Pard, no periodo de novembro de 2011 a julho de 2012.

As mudas de acapi (Vouacapoua americana Aubl), foram cedidas pela Embrapa
Amazonia Oriental, com aproximadamente trés meses de idade, medindo 30 cm de altura, e
uma média de 10 folhas, 70 foliolos e 4 cm de didmetro. As sementes foram coletadas no
parque Ecoldgico de Gunma localizado no municipio de Santa Béarbara — PA. Essas plantas
foram aclimatadas durante 2 meses em casa de vegetacdo. Apés este periodo, as plantas de
acapu foram selecionadas uniformemente considerando altura, didmetro do caule, nimero de
folhas e nimero de foliolos sendo transplantadas para vasos com 30cm de altura por 30cm de
diﬁmetro,. com capacidade para 28kg de substrato.

Cada vaso foi completamente cheio com substrato, sobre uma camada de 0,02 m de
pedras britadas para facilitar a drenagem do solo. O substrato utilizado para o crescimento das
plantas foi uma mistura de 3:1:1 (v:v:v), solo arenoso superficial, cama de avidrio e himus de
minhoca. Antes do transplantio foram feitos testes para verificar a capacidade de campo dos
vasos. O processo de calagem para a corre¢do do pH do solo e suplementagao de macro e
micronutrientes foram feitos com base em andlises quimica do substrato, aplicando-se solugao
nutritiva completa de Hoagland e Arnon (1950).

Antes de serem submetidas aos tratamentos, todas as plantas jovens de acapd foram
irrigadas diariamente durante 6 meses para manté-las na capacidade de campo e para
aclimata-las as condicGes ambientais do experimento, sendo efetuada a pesagem do conjunto
vaso/planta periodicamente, para reposicdo da dgua evapotranspirada, conforme diferenca de
peso.

As plantas foram submetidas a dois regimes hidricos: irrigado (controle) e déficit
hidrico, no qual a imposicdo do déficit hidrico foi obtida pela suspensio da irrigagdo no
periodo de 30 dias, sendo o tempo 1 (zero dias de déficit hidrico), o tempo 2 (10 dias de
déficit hidrico), o tempo 3 (20 dias de déficit hidrico) e o tempo 4 (30 dias de déficit hidrico).
Durante o periodo das andlises, as plantas controle foram irrigadas diariamente para repor a

dgua perdida pela evapotranspiracdo. Fez-se também o controle de plantas daninhas
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manualmente. Néo foi observada ocorréncia de deficiéncia nutricional, bem como o ataque de

pragas e patogenos.
3.2.2- Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2 x 4 (duas condigdes hidricas: controle e déficit hidrico, e quatro tempos de
avaliac@o), com 5 repetigdes, totalizando 40 unidades experimentais, sendo que cada unidade
experimental foi composta de uma planta/vaso. Foi aplicada a anilise de variincia nos
resultados e quando ocorreu diferenca significativa, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia. Além disso, foram calculados os desvios-padrdes para
cada tratamento, sendo as andlises estatisticas realizadas pelo programa ASSISTAT Versio
7.7 beta preconizado por Silva (2013).

3.2.3- Coleta das plantas

Foram feitas quatro coletas destrutivas, sempre as 9:00 h da manha; as plantas foram
separadas em parte aérea e sistema radicular. Apés as medigdes de massa fresca, as partes
foram levadas para a estufa de circulagdo forgada de ar 2 70°'C por 72 horas); depois de seco, o
material foi levado a balanca analitica para a obtengdo da massa seca de suas partes; e
posteriormente foram separadas amostras secas de cada parte, moidas em moinho do tipo
willey para preparo de pé fino, e armazenados em frascos emerticamente fechados e

colocados em um dessecador até o momento de serem usados nas anlises bioquimicas.
3.2.4- Determinacdes das varidveis bioquimicas
3.2.4.1- Concentragdes de nitrato

Foram adicionados 100 mg de massa seca do tecido vegetal em tubos de ensaio com
rolha de borracha contendo 5 mL de dgua destilada e colocadas para ferver em banho-maria a
100 °C por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram colocados por alguns minutos para
resfriar, até atingirem a temperatura ambiente, posteriormente, centrifugados, a 3000 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi coletado em tubo de ensaio e o precipitado foi ressuspendido

com outros 5 mL de dgua destilada, sendo repetido o procedimento da extragdo anterior. Em
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seguida, os extratos foram coletados em um tubo de ensaio graduado e o volume foi
completado com dgua destilada até atingir 10 mL. Os extratos obtidos foram congelados para
posterior andlise.

O método utilizado foi o de Cataldo et al., (1975), sendo os valores das aliquotas
reduzidos para Y4 dos mencionados por esses autores. A reac@o foi preparada em tubo de
ensaio, contendo 100 uL do extrato e 200 pL de solugéo de acido salicilico 5% (p/v), marca
Sigma, em 4cido sulfiirico concentrado p.a. (Merck). Apés agitacdo, em agitador de tubos tipo
vortex. Esses tubos foram deixados & temperatura ambiente, por 20 minutos. Em seguida,
lentamente, 4700 pL. de NaOH 2M foram adicionados sob agitacdo para atingir o pH acima de
12. Apés repouso a temperatura ambiente durante 15 minutos, as leituras foram feitas em
espectrofotdmetro a 410nm, usando 4gua destilada + reagentes, como branco. A concentragdo
de NOs foi determinada a partir da curva padrdo com KNO; p.a (Sigma) e os resultados

foram expressos em mmoles de NO3 / Kg MS de tecido.
3.2.4.2- Concentracoes de amonio livre

O método utilizado foi o de Weatherburn (1967). 50 mg de massa seca (MS) foram
transferidas para tubos de ensaio de 15 mL, adicionando-se 5 mL de dgua destilada e levados
a0 banho-maria por 30 min a 100° C. Apés a extragdo as amostras foram centrifugadas em
centrifuga de bancada (1000 rpm) e os sobrenadantes coletados para obtengdo do extrato total.
Em tubos de ensaio foi acrescentado 400 pL de extrato total + 2,5 mL da solu¢do A (5 g de
fenol + 0,025 g de nitroprussiato de sédio/ 500 mL de dgua destilada) e agitado em vortex e
acrescentando mais 2,5 mL da soluc@o B (2,5 g de NaOH + 12,6 mL de hipoclorito de sédio/
500 mL de 4gua destilada) e agitados novamente em vortex, levando os mesmo tubos ao
banho-maria por 20 min a 37° C. Apés removidos os tubos do banho-maria foram deixados
em repouso por 40 min e levados para fazer a leitura no espectrofotémetro a 625 nm e
usando-se dgua destilada (em substituicdo ao extrato) + reagentes como branco. As
concentragdes de amoOnio livre foi estimada a partir da curva-padrido construida com

(NH4)2SO4 p.a (Sigma). Os resultados foram expressos em mmol de NH, "/ Kg de MS.
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3.2.4.3- Atividade de glutamina sintetase (GS)

A massa seca dos tecidos vegetais foram maceradas em almofariz resfriados com
nitrogénio liquido (- 196° C). Adicionou-se 0,2 mg de folhas da massa seca moida em 5 mL
da mitura (2mL + 2 mL + 1mL/ 2 minutos cada) de tampdo de extracdo TRIS-HCI 25 mM,
pH=7,6, contendo : 10 mM de MgCl, . 6 H,0 + 10 mM de B-2-mercaptoetanol + P.V.P. 5%
(p/v) + 5 mM de EDTA-Na. Apés trituradas, foram filtradas em pano fino de seda e
centrifugadas a 30.000 g (21.000 rpm), em centrifuga refrigerada 4 0° - 4° C ,pOr 30 minutos.
O sobrenadante foi congelado para posterior anélise.

A atividade de GS foi determinada pelo método de Kamachi et al., (1991). A reacdo
foi preparada, em tubo de ensaio, com 600 uL de tampdo de reagdo TRIS-HCI 0,25 M, pH=7
+200 p L de glutamato de sédio 0,3 M, pH=7 + 200 1 L de ATP 30 mM, pH=7 + 200 u L de
Mg SO4 . 7 H20 0,5 M + 500 p L de extrato de folhas + 200 1 L de solu¢do de hidroxilamina
(NH; OH 1,0 M + NaOH 1,0 M, na proporgio 1:1). Apés, misturados rigorosamente, em
agitador de tubos, tipo vortex e incubados em “banho-maria”, 4 30 ° C, por 30 minutos. Em
seguida, retiraram-se os tubos do “banho-maria” e adicionaram-se 500 u L de solugdo férrica
[ FeCls . 6 H,O 10 % (p/v) em HC10,2 M + 4cido tricloroacético (T.C.A) 24 % (p/v) +
HC1 50 % (v/v), na proporcdo 1:1:1 ] . Centrifugou-se, em centrifuga de mesa a 7.000 g, por
10 minutos. A leitura foi feita em espectrofotdmetro A 540 nm , usando-se agua “milli-Q +
reagentes ( exceto solucdo de hidroxilamina) , como branco. A atividade da glutamina
sintetase (GS), foi determinada a partir da curva padrio de y-glutamil-hidroximato e os
resultados foram expressos pmoles de y-glutamil-hidroximato / g MS e pmoles de y-glutamil-

hidroximato / mg de Protefnas.

3.2.4.4- Carboidratos soliveis totais

Foi utilizado o método descrito por Dubois, et al. 1956. Transferiu-se 50 mg de massa
seca (MS) para tubos de ensaio de 15 mL, adicionar 5 mL de dgua destilada e levou-se ao
banho-maria por 30 min a 100° C; Apés a extracdo as amostras foram centrifugadas em
centrifuga de bancada (1000 rpm) e os sobrenadantes coletados para obtencdo do extrato total.
Em tubos de ensaio colocou-se 100 pL do sobrenadante (realizar teste de diluigdo) + 400 pL
de HyO e agitar em vortex. Adicionou-se 0,5 mL de fenol 5% e agitar em vortex. Adicionou-
se uniformemente e de uma tnica vez no centro do tubo (com pipeta graduada) 2,5 mL de

H,SO4 concentrado. Os tubos foram agitados em vortex.
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3.2.4.5- Concentracoes de amido

O método utilizado foi o de Dubois et al., (1956). Do residuo da extragdo etanélica (50
mg/ 5,0 mL de etanol 80%, 30 min a 80° C) da massa seca moida das folhas e das raizes foi
feita uma nova extragdo com 5,0 mL de HCIO4 30% por 30 min a 25° C. Apés a primeira
extracdo, centrifugou-se (2000 rpm por 10 min) as amostras e coletou-se o sobrenadante. Em
seguida, foi realizada uma nova extragéo nas mesmas condicdes, centrifugando e coletando os
sobrenadantes. Os sobrenadantes foram unidos e aferidos ao volume para 10 mL com dgua
destilada para obtengdo do extrato total. Nos tubos de ensaio foram colocados 100 pL do
sobrenadante + 400 pL de H;O e agitou-se em vortex, adicionando-se 0,5 mL de fenol 5% e
agitando no vortex, logo depois foi adicionado uniformemente e de uma tinica vez no centro
do tubo (com pipeta graduada) 2,5 mL de H,SO4 concentrado e novamente agitado os tubos
em vortex e levado ap6s 20 min de repouso ao espectrofotdometro a 490 nm. Para o célculo
das concentragdes de amido utilizou-se uma curva-padrdo de glicose e os resultados mmol de

glicose/g de residuo.
3.2.4.6- Concentracoes de sacarose

A determinacdo das concentracGes de sacarose foi feita através do método descrito por
Van Handel (1968). Foi colocada 30 mg de massa seca e homogeneizadas em 1,5 mL de
solucdo de MWC (metanol, cloroférmio e dgua; 12:5:3 v/v/v), durante 30 minutos sob
agitacdo em tubos de eppendorf de 2,0 mL. O homogeneizado foi centrifugado a 10000 rpm
por 10 min, coletou-se o sobrenadante, e o residuo foi novamente extraidos com igual volume
de MCW, seguindo-se uma nova centrifugacdo e coleta do sobrenadantes, onde os mesmo
foram reunidos para obten¢@o do extrato total.

A cada 2,0 mL do sobrenadante foi adicionado 0,5 mL de cloroférmio e 750 pL de dgua
deionizada, seguindo-se sob agitacéo e centrifugagéo (2000 rpm, 10”) para a separagio da fase
aquosa. ApOs esse processo foi retirada com uma pipeta de Pasteur a fracdo aquosa
metanélica (superior) e transferido para tubos de ensaio, a partir dai os tubos com a fragdo
aquosa metanélica foram levados ao banho-maria para serem aquecidos a 35°C por 30’ ou 1h
para evaporacdo do cloroférmio residual e ent@o foi determinado o volume restante.

Da fase aquosa metanélica obtida anteriormente foram tomadas aliquotas para as

dosagens de sacarose segundo Van Handel, com algumas modifica¢des:
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A cada aliquota de 100 pL da fase aquosa adequadamente diluida (fazer teste de
dilui¢do) adicionou-se 100 pL de KOH 30% seguido de agitacdo, aquecendo a mistura a
100°C por 10 min e, apés resfriamento, adicionou 3,0 mL de solucdo de antrona 0,2 % em
dcido sulfirico e a mistura ficou sob agitaciio e aquecida a 40°C por 20 min respectivamente.
Ap6s resfriamento, as amostras foram agitadas por 10 segundos e foram realizadas as leituras
em espectrofotometro a 620 nm. Para os cdlculos, uma curva padrio de sacarose foi preparada

e os resultados foram expressos em mg de sacarose/ g MS. Os resultados foram €Xpressos
mmol de GLU/ g MS.

3.2.4.7- Glicina-Betaina

Foi utilizado o método descrito por Grieve e Grattan (1983). Transferiu-se 25 mg de
massa seca (MS) em estufa para tubos eppendorfs de 2 mL, adicionou-se 2 mL de dgua
destilada e agitou-se por 4 h no shacker a 25°C (extrago a frio); Centrifugou-se a 10.000 rpm
por 10 min a 25° C; Apés a centrifugac@o coletou-se o sobrenadante para obtencdo do extrato
aquoso e depois descartaou-se o precipitado.

Em eppendorfs de 2 mL adicionou-se 250 uL do extrato aquoso + 250 pl. de H,SO4
2N (dilui¢do da amostra 1:2); Os eppendorfs permaneceram durante 1h no banho de gelo (na
geladeira - de 0° a 4° C); Em seguida, adicionou-se 200 pL de KI-I, gelado; Foram mantidos
durante 16h a 0°C (banho de gelo na geladeira - 0° a 4°C); Centrifugados durante 15 min,
10.000 rpm, 0°C. Descartou-se o sobrenadante; Lavou-se o precipitado 2 vezes com 2 mL de
H,804 IN gelado com centrifugagées por 5 min, 10.000 rpm, 0°C a cada lavagem (ndo
agitau-se durante a lavagem); Apés as lavagens, dissolveu-se o precipitado em 3 mL de 1,2-
dicloroetano agitando vigorosamente; Realizou-se diluicdes 1:6 (diluicdo para a curva) e
testou-se outras maiores (1:12, 1:24 ou 1:48 para as amostras - a diluicdo dependeu da
quantidade de glicina-betafna precipitada); Apés 2 a 2,5 h de descanso, realizou-se a leitura
em espectrofotometro a 365 nm. Durante todo o ensaio mantiveram-se as amostras entre as

temperaturas de 0°C a 4°C. Os resultados foram expressos mg de glicina betaina/g MS.

3.2.4.8- Proteinas soliveis totais

Foi utilizado o método descrito por Bradford, 1976. Em tubos de ensaio de 15 mL
adicionou-se 100 mg de massa seca (MS) e depois 5,0 mL do tampdo de extragdo (Tris-HC1

25 mM pH 7,6). Em seguida, deixou-se sob agitacéio durante 2 horas no shacker com os tubos
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devidamente lacrados. Apés a extracdo, centrifugou-se os tubos em centrifuga de bancada
(2000 rpm por 10 min) e coletou-se o sobrenadante para dosagem das protefnas soliveis. Em
tubos de ensaio adicionou-se 100 pL da amostra ou ponto de diluicio (no caso da curva
padrdo) + 2,5 mL do reagente de Bradford. Em seguida agitou-se os tubos manualmente e
delicadamente (para ndo desnaturar as proteinas). Aps 15 min realizou-se as leituras a 595
nm, contra o branco que encerra 100 pL de dgua + 2,5 mL do reagente de Bradford. Os

resultados foram expressos em mg proteina/ g MS.
3.2.4.9- Teores de aminoacidos soliveis totais

Foi utilizado o método de Peoples et al., 1989. Transferiu-se 50 mg de massa (MS)
para tubos de ensaio de 15 mL, adicionou-se 5 mL de dgua destilada e levou-se ao banho-
maria por 30 min a 100° C. Apés a extragéio as amostras foram centrifugadas em centrifuga de
bancada (1000 rpm) e os sobrenadantes foram coletados para obtencdo do extrato total. Em
tubos de ensaio adicionou-se aliquotas de 100 pL do extrato (se necessério realizar diluicio) +
400 pL de dgua destilada; Em seguida, acrescentou-se 250 pL do tampZo citrato 0,2 M pH 5,0
e 250 pL do reagente de ninhidrina. Apés terem sidos bem misturados em vortex, os tubos
foram hermeticamente fechados e colocados em banho-maria por 15 min 2 temperatura de
100° C; Em seguida, a reacdo foi interrompida em banho de gelo e acrescentou-se 1,5 mL de
etanol 50% (V/V). Ap6s, os tubos permaneceram por 20 min em temperatura ambiente e em
seguida realizou-se as leituras em espectrofotdmetro a 570 nm. Os resultados foram expressos

umol de AA/ g MS.

3.2.4.10- Prolina

Foi utilizado o método descrito por Bates et al., 1973. Transferiu-se 50 mg de massa
seca (MS) para tubos de ensaio de 15 mL, adicionou-se 5 mL de dgua destilada e levou-se ao
banho-maria por 30 min a 100° C. Apés a extracdo, as amostras foram centrifugadas em
centrifuga de bancada (1000 rpm) e os sobrenadantes coletados para obtengio do extrato total.
Em tubos de ensaio foram colocados 1,0 mL do sobrenadante + 1,0 mL de ninhidrina 4cida +
1,0 mL de 4cido acético glacial (os tubos foram fechados hermeticamente); Agitou-se os
tubos hermeticamente fechados em vortex. Colocou-se em banho-maria a 100° C por 1 hora.
Ap6s 1 hora, interrompeu-se a reagéo em banho de gelo. Adicionou-se 2,0 mL de tolueno e

agitar vigorosamente em vortex por 20 segundos (o tolueno extrai a substincia croméfora
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formando um complexo colorido = réseo para vermelho). Esperou-se atingir a temperatura
ambiente. Aspirou-se com o auxilio de uma pipeta Pasteur de pldstico a fase ndo-aquosa
(croméforo + tolueno = parte superior). A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 520 nm

usando tolueno como branco. Os resultados foram expressos em pmol PRO/1,0 mL aliquota.
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RESULTADOS E DICUSSAO

3.3.1- Concentracdes de nitrato

Os resultados mostram que a concentragio de nitrato diminuiu consideravelmente nas
folhas e nas raizes das plantas submetidas ao estresse hidrico (Figuras 9 e 10), ocorrendo
diferenca significativa ao longo do experimento. Os valores encontrados para as folhas foram
0,40; 0,34; 0,09 € 0,01 pmoles de NO;7 g MS para os tempos com 0, 10, 20 e 30 dias de
estresse hidrico, respectivamente. E para as raizes os menores valores também foram para o
20° e 30° dia, 0,07 e 0,02 pmoles de NO;/ g MS respectivamente. A média dos valores nas
plantas controle foi de 0,39 pmoles de NO37/ g MS nas folhas e de 0,57 umoles de NO5/ g
MS nas raizes.

O nitrato € a principal forma de nitrogénio absorvido do solo pelas plantas, seguido do
amonio. A diminui¢do gradativa de dgua no solo promoveu a diminuicdo da absor¢do de
nitrato do solo pelas raizes e consequentemente diminuiu o transporte deste para as folhas
através da corrente transpiratéria (xilema), diminuindo também a atividade da enzima
redutase do nitrato que € altamente dependente do seu substrato que é o NO; (SHANER;
BOYER, 1976). Segundo Coll et al., (2001) o transporte majoritdrio do nitrato ocorre através
do xilema até os érgdos superiores da planta, onde acontece o processo de redugdo e
assimilacdo do nitrato.

Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira Neto, (2010) em plantas
Jovens de jatoba (Hymenaea courbaril L.) submetidas a deficiéncia hidrica e ao alagamento,

que observou diminui¢do da concentragio de nitrato nas folhas e nas raizes sob deficiéncia
hidrica.
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Figura 9. Concentragdes de nitrato em folhas de plantas de acapu (Vouacapoua americana Aubl.)
submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra maitisculas ou
mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras mintisculas
comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam os valores ao longo
do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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Figura 10. ConcentracSes de nitrato em raizes de plantas de acapu (Vouacapoua americana Aubl.)
submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra maitisculas ou
mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras mindsculas
comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maidsculas comparam os valores ao longo
do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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3.3.2- Concentracdes de aménio livre

Foi observado aumento significativo na concentragio de aménio tanto nas folhas,
quanto nas raizes de acapi entre os regimes hidricos, e conforme a intensidade do tempo de
estresse hidrico foi aumentando, embora nas raizes esse aumento significativo tenha ocorrido
somente aos 20 e 30 dias de déficit hidrico (Figuras 11 e 12). Os valores para as folhas
durante a supressdo da irrigacdo foram de 9,39; 13,19; 15,51 e 19,02 pumol de NH4*/ g de MS
para os tratamentos com 0, 10, 20 e 30 dias de estresse, respectivamente, e para as plantas sob
controle a média dos resultados nas folhas foi de 9,39 umol de NH;"/ g de MS. Nas raizes a
concentragdo de amoénio nas plantas mantidas sob controle foi de 20,26 pmol de NH,*/ g de
MS e os valores nas raizes das plantas sob deficiéncia hidrica foi de 20,26; 21,27; 2127 ¢
35,36 pmol de NH,"/ g de MS para os tratamentos com 0, 10, 20 e 30 dias, respectivamente.
O déficit hidrico pode ter induzido outras rotas de formacéio de aménio livre, através dos
quais pode ter ocorrido um acréscimo desse fon induzido pela quebra das proteinas (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Segundo Zhou et al., (2004) as enzimas que assimilam o aménio, como a
glutamina sintetase, sdo afetadas pelo estresse hidrico, promdvendo maior concentra¢do dos
fons amédnio nos tecidos, Ferreira et al., (2002), aponta a fotorrespiracio como uma das rotas
da formacdo do NH,".

Para Oliveira Neto (2010) a elevagdio na concentragio de aménio também ocorre
devido a possivel reducdo da fotossintese, visto que esta mantém o metabolismo do nitrogénio
através do fornecimento de energia (ATP) e pela formagdo de poderes redutores (NADPH,
FADH e NADH), como observado nesse trabalho (Figura 3). Alves (2010) trabalhando com
plantas jovens de ipé-amarelo (Tabebuia serratifolia) em condicdes de déficit hidrico e
alagamento, observou um acréscimo na concentracio de aménio livre de 31, 7% nas folhas e

de 44,7% nas raizes dessa espécie quando submetidas 2 falta de d4gua no solo.
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Figura 11. Concentracdes de aménio livre em folhas de plantas de acapu (Vouacapoua americana
Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra
maidsculas ou mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras
mindsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores
ao longo do experimento. As barras representam os devios padroes das médias.
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Figura 12. Concentragdes de aménio livre em rafzes de plantas de acapu (Vouacapoua americana
Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra
maiisculas ou mindsculas, néo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras
mindsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maidsculas comparam os valores
a0 longo do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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3.3.3- Atividade da glutamina sintetase

A atividade de glutamina sintetase (GS) apresentou reducdo significativa nas plantas
submetidas ao déficit hidrico, tanto nas folhas, quanto nas rafzes, ao longo do experimento
(Figuras 13 e 14). Os valores de atividade da GS para as folhas foram 26,59; 21,49; 15,31 ¢
5,77 nmol GGH/ gMS, para 08 tratamentos com 0, 10, 20 e 30 dias de estresse
respectivamente, a0 passo que, a média da atividade da GS nas folhas das plantas irrigadas
foi de 26,59 pmol GGH/ gMS. Ja nas raizes os valores foram de 24,72; 18,12; 12,35 e 5,05
umol GGH/ gMS para os tratamentos com 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico
respectivamente, contra a média de 24,67 pmol GGH/ gMS nas raizes das plantas controle.

Possivelmente, a reducdo da atividade dessa enzima estd relacionada com a
diminuicdo da fotossintese, visto que 0O ATP e o poder redutor sintetizados durante a etapa
fotoquimica influenciam na assimilacdo do NOs, do NH,* e dos amino4cidos no interior dos
cloroplastos (KERBAUY, 2008). No metabolismo do nitrogénio a enzima GS catalisa a
conversio do aminodcido glutamato em glutamina por meio da reacdo que envolve a
participagdo de glutamato, amonio, ATP (MCNALLY et al, 1983). Segundo Edwards e
Coruzzi (1989) uma das formas da GS, € induzida pela luz e participa no processo de
utilizacdo do NH4" na fotorrespiragdo. Para Ferreira et al., (2002) a GS precisa de amonio
como substrato, e esse NH.* possivelmente vem de outras rotas metabdlicas como a
fotorrespiracdo a partir da oxidagdo da glicina, das desaminacdes, do catobolismo das

protefnas e da sintese de lignina.

Resultados semelhantes foram encontrados por Pereira (2013) que mostrou redu¢ao na
atividade da GS em folhas e raizes de plantas jovens de fava-atand (Parkia gigantocarpa
Ducke) sob deficiéncia hidrica no solo, em casa de vegetacao. Oliveira Neto et al., (2009),
trabalhando com sorgo (Sorghum bicolor L.), em casa de vegetagdo, também observou que a

atividade da GS diminuiu nas plantas sobre estresse hidrico.
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Figura 13. Atividade da glutamina sintetase em folhas de plantas de acapu (Vouacapoua americana
Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra
mailisculas ou mindsculas, no diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras
minusculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam os valores
ao longo do experimento. As barras representam os devios padroes das médias.
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Figura 14. Atividade da glutamina sintetase em raizes de plantas de acapu (Vouacapoua americana
Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra
maitsculas ou mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras
mindsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores
ao longo do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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3.3.4- Concentracoes de amido

A concentracdo de amido nas folhas diminuiu significativamente entre os regimes
hidricos, e também entre os dias de déficit hidrico, embora o tempo de 10 dias ndo tenha
diferido estatisticamente do tempo com 0 dias. As concentragcdes mais baixas ocorreram com
20 e 30 dias, 0,164 e 0,134 pmol de GLI/ gMS, respectivamente, ji as concentragcdes de
amido nas plantas mantidas irrigadas nao apresentaram diferenca estastistica entre os tempos
(figura 15). Comportamento semelhante foi observado nas raizes, onde os niveis de amido
também apresentaram significativa redug¢do ao longo do experimento. Os menores valores
observados foram no tempo 3 (20 dias) e no tempo 4 (30 dias) de, 0,05 e 0,02 pmol de GLI/
gMS, respectivamente (figura 16). J4 a média das plantas hidratadas foi de 0,22 pmol de GLI/

ue hd diminuicdo da fotossintese e um:
adacdo do amido pelas enzimas a e f§ amilase, formando novos agticares, com:
o intuito de fazer um ajustamento osmético nas células. Para Melo et al., (2007) a redugdo na

concentracdo de amido, pode ser um indicativo de consumo destes aclicares para a’
manutencdo da sobrevivéncia das plantas: Esses resultados corroboram com o trabalho de
Paula et al., (2013) envolvendo plantas de mogno brasileiro (Swietenia macrophylla King) em
dois perfodos de amostragem, seco e chuvoso, onde houve reducio de 30% na média dos
teores de amido nas folhas analisadas durante o periodo seco em comparagao as analisadas no
periodo chuvoso.

De acordo com Zeeman, Kossmann e Smith (2010), a concentragdo de amido nas
folhas é maior do que nas raizes, porque uma parte do carbono assimilado na fotossintese é
retido nos cloroplastos na forma de amido, ao invés de ser convertido em sacarose para
‘exportacdo para os sitiosde crescimento. Nas raizes possivelmente ocorre uma diminuic@o do
fluxo dos fotoassimilados das folhas para as mesmas, ji que durante a falta de 4gua no solo ha
uma reducdo do potencial de pressao positiva no floema (KERBAUY, 2008).

Grisi (2006) trabalhando com mudas de café (Coffea arabica L.) Siriema e Catuai
submetidas ao déficit hidrico observou uma diminui¢do na concentracdo de amido nessas

espécies, aos quatro e seis dias de supressdo de dgua.
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Figura 15. Concentragdes de amido em folhas de plantas de acapu (Vouacapoua americana Aubl.)
submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra maidsculas ou
mintsculas, néo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras mintdsculas
comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maidsculas comparam os valores a0 longo
do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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Figura 16. Concentragdes de amido em raizes de plantas de acapu (Vouacapoua americana Aubl.)
submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra maidsculas ou
mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras mindsculas
comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam os valores a0 longo
do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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3.3.5- Concentracoes de carboidratos soliveis totais

O aumento dos dias de déficit hidrico afetou a concentracdo de carboidratos soliveis
totais nas folhas e nas raizes, promovendo acréscimo significativo no conteiido dessa
substincia em ambas as partes, tanto em relagdo aos regimemes hidricos, como em relagio
aos tempos de estresse, como mostram as Figuras 17 e 18. Os valores obtidos para as folhas
das plantas estressadas no tempo de 0, 10, 20 e 30 dias respectivamente, foram de 1,72; 2,23;
3,19; € 4,73 umol g"' MS, havendo diferenca estatistica entre todos os tratamentos. Nas raizes
a concentragdo de carboidratos soliveis totais apresentou o mesmo comportamento das
folhas, onde os valores para os tempos com 0, 10, 20 e 30 dias foram 0,93; 1,58; 2,43 e 3,56
umol g' MS, respectivamente. J4 nas plantas controle a média na concentracio de
carboidratos soliveis totais foi de 1,17 pmol g MS nas folhas e 0,92 pmol g™ MS nas raizes.

Isso ocoire porque essa substincia € responsédvel pelo ajuste osmético das plantas,
sendo muito importante para a manuten¢do da turgescéncia celular’ (SALISBURY; ROSS,
2012). Esses resultados corroboram com os encontrados por Castro et al, (2007) que
observaram aumento de 323,15% na concentracdo de carboidratos soliveis totais, em plantas
de teca (Tectona grandis L. £.) submetidas a 9 dias de estresse hidrico. De acordo com Kramer
(1995), a deficiéncia hidrica exerce importante influéncia no teor de carboidratos em diversas
espécies vegetais. Nas plantas sob déficit hidrico, o amido é degradado nos tecidos que o’
acumulam, e a reducdo na concentracio de amido € uma consequéncia da atividade da enzima-
amilase, que € acompanhada por um aumento da concentracdo de acicares soliveis redutores.
Na maioria das plantas, a sacarose € o principal acdcar exportado dos locais de sintese
(folhas) para as regides de consumo (caule, gemas vegetativas, raizes e 6rgdos reprodutivos)
onde serd utilizada para o crescimento e/ou armazenamento. Segundo Kingston-Smith et al.,
(1999) as hexoses liberadas a partir da hidrélise da sacarose podem ser utilizadas em
processos anabdlicos ou catabolicos, além de fornecerem actlcares redutores para o
ajustamento osmoético. Dentre as enzimas que participam dessa hidrélise, as invertases
geralmente sdo mais ativas, do que a sacarose sintase.

Oliveira Neto (2010) trabalhando com plantas jovens de jatobd (Hymenaea courbaril
L.) submetidas 2 deficiéncia hidrica e ao alagamento, em casa de vegetacdo, encontrou
resultados semelhantes, onde houve um acréscimo significativo nas concentracdes de
carboidratos tanto nas folhas, quanto nas raizes em plantas sob déficit hidrico. Para ele esse

aumento na concentracdo de carboidratos provavelmente também estd relacionado com a
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protecdo da biomembrana que pode ser degradada com a diminuicio ou auséncia de H,O no

citosol, e pelo acréscimo de substancias i6nicas, tornando vérias enzimas inativas no citosol.

CONCENTRACOES DE CARBOIDRATOS
SOLUVEIS TOTAIS NAS FOLHAS

= Controle
aA

& Estresse

0 10 20 30
Tempo em dias

Figura 17. Concentracdes de carboidratos soliveis totais em folhas de plantas de acapu
(Vouacapoua americana Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias
seguidas pela mesma letra maidsculas ou mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de
probabilidade. As letras mindsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras

maidsculas comparam os valores ao longo do experimento. As barras representam os devios padrGes
das médias.
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Figura 18. Concentragdes de carboidratos soliveis totais em raizes de plantas de acapu (Vouacapoua
americana Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma
letra maigsculas ou mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As
letras mindsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam os
valores ao longo do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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3.3.6- Concentracdes de sacarose

A concentragdo de sacarose nas folhas e nas raizes aumentou de acordo o tempo de
déficit hidrico, porém houve diferenca estatistica entre os regimes hidricos, apenas no 20° e
no 30° dia de estresse, tanto nas folhas, como nas raizes. O mesmo ocorreu entre os tempos de
estresse, havendo diferenca significativa a partir do 20° e do 30° dia, em ambas as partes da
planta (Figuras 19 e 20). Os valores aos 20 dias e aos 30 dias para as folhas foram
respectivamente 29,83 e 34,15 pmol g’ MS (Figura 19). Nas raizes (Figura 20) os valores
foram 15,92 € 17,57 pmol g MS, para os tratamentos com 20 e 30 dias de estresse hidrico,
respectivamente. J4 nas plantas mantidas irrigadas a média da concentragdo de sacarose para
as folhas foi de 22,94 pmol g"l MS e nas raizes foi de 14,02 pmol g MS, mostrando que a

sacarose se acumula mais nas folhas do que nas raizes.

A sacarose € o principal agticar exportado dos locais de sintese (fonte) para as regides
de consumo (dreno), onde é utilizada para o crescimento e/ou armazenamento. As hexoses
liberadas a partir da hidr6lise de sacarose podem ser utilizadas em processos anabdlicos ou
catabdlicos e também ao fornecimento de agﬁcaies redutores, sendo bastante utilizado para o
processo de ajustamento osmético das células (KINGSTON- SMITH et al., 1999). Resultados
encontrados por Pereira (2013), também mostraram um aumento na concentracdo de sacarose
em folhas e raizes de plantas de fava-atand (Parkia gigantocarpa Ducke) sob deficiéncia
hidrica ho solo. '

Quick et al.,, (1989) observaram aumento na sintese de sacarose, de acordo com a
reducdo do potencial osmético do meio, através do aumento na atividade da enzima sacarose-
fosfato- sintetase (SPS) e da diminuicio na sintese de amido. Segundo esses autores o
acréscimo na sintese de sacarose é uma das primeiras respostas das plantas ao déficit hidrico,

podendo contribuir com o ajuste osmético.
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Figura 19. Concentracéo de sacarose em folhas de plantas de acapu (Vouacapoua americana Aubl.)
submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra maitisculas ou
mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras miniisculas
comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores ao longo
do experimento. As barras representam os devios padroes das médias.
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Figura 20. Concentracdo de sacarose em raizes de plantas de acapu (Vouacapoua americana Aubl.)
submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra maitisculas ou
mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras mindsculas
comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitlisculas comparam os valores ao longo
do experimento. As barras representam os devios padroes das médias.
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3.3.7- Concentragoes de glicina-betaina

A concentragio de glicina-betaina aumentou significativamente com O tempo de
estresse hidrico nas folhas (Figura 21), difererindo estatiticamente também entre oS regimes
hidricos, os valores foram de 8,47; 13,22; 17,13 € 22,89 pmol g'l MS para os tempos com 0,
10, 20 e 30 dias de estresse, respectivamente. O mesmo comportamento foi observado nas
raizes, onde a concentragdo de glicina-betaina foi afetada significativamente entre os regimes
hidricos, e entre os tempos de suspensdo de dgua, tendo acréscimo significativo de acordo
com a intensidade do estrese hidrico (Figura 22), apresentando os valores de 8, 89; 12,17;
16,71 e 19,06 pmol g'l, para 0, 10, 20 e 30 dias de estresse, respectivamente. As
concentracdes de glicina-betaina se mantiveram constantes nas plantas sob controle hidrico
apresentando média de 8,4 pmol g! MS para as folhas e de 8,85 pmol g MS (Figuras 22 e
23). '

De acordo com Meloni (2004) essa elevagdo na concentragao de glicina-betaina nas
folhas ocorre para proteger 0 metabolismo vegetal, visto que esta substincia pode atuar como
osmélito compativel, mantendo o “equilibrio” da égua entre a célula e o ambiente. O aumento
da concentragdo de glicina-betaina, funciona como protegdo contra o mecanismo do estresse
oxidativo das espécies vegetais, além de ajudar a planta a absorver e transportar dgua do solo
para a parte aérea, através do ajustamento osmético das células (Ashraf & Haris, 2004). A
glicina betafna atua como protetor das membranas dos tilacéides, mantendo a eficiéncia
fotoquimica na fotossintese (Ashraf & Foolad, 2007).

Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira Neto et al., (2009), que
trabalhando com sorgo (Sorghum bicolor L.), observou que 0s niveis de glicinabetaina
aumentaram nas plantas sobre estresse hidrico durante o periodo vegetativo e reprodutivo.
Cordeiro (2012) trabalhando com plantas de mogno (Swietenia macrophylla), jatoba
(Hymenea courbaril) e ipé (Tabebuia serratifolia) constatou acréscimo de 49,4%; 45,75% e
53,62% na concentragdo de glicina-betafna nas folhas durante © periodo seco,
respectivamente. Assim, 0 aumento da concentragdo de glicina-betaina parece ser comum em

muitas espécies de plantas durante o déficit hidrico.
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Figura 21. Concentragdes de glicina-betafna em folhas de plantas de acapu (Vouacapoua americana
Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra
maiidsculas ou mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras
mindsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores
a0 longo do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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Figura 22. Concentragdes de glicina-betaina em raizes de plantas de acapu (Vouacapoua americana
Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra
maitsculas ou mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras
miniisculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam os valores
a0 longo do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.



36

3.3.8- Concentracdes de proteinas soliiveis totais

Ocorreu diminui¢do nos teores de protefnas soliveis totais nas folhas e nas raizes,
entretanto nas folhas essa reducdo foi significativa entre os tempos somente a partir do 20° dia
de suspensdo hidrica (Figura 23). Ji entre os regimes hidricos, s6 houve diferenca
significativa nas folhas no 30° dia de experimento. A média dos resultados para as plantas
mantidas hidratadas foi de 2,11 mg de proteina/g MS nas folhas, nas plantas estressadas os
valores nas folhas foram de 2,17; 2,11; 1,81; 1,30 mg de proteina/g MS, nos tempos com 0,
10, 20 e 30 dias. Nas raizes o comportamento foi semelhante ao das folhas em relacdo ao
tempo de estresse, apresentando diferenca significativa a partir do 20° dia de déficit hidrico,
mas em comparacdo aos tratamentos as raizes apresentaram diferenca significativa entre os
tempos com 10, 20 e 30 dias de deficiéncia hidrica. Nas raizes para os tratamentos com 0, 10,
20 e 30 dias de estresse, os valores foram 3,04; 1,84; 1,46 e 0,46 mg de protefna/g MS
respectivamente, jd nas plantas controle a média dos valores foi de 3,04 mg de proteina/g MS.
Esse resultado mostra que quanto mais baixo o potencial hidrico do solo, maior a atividade
das enzimas proteoliticas que sado responséveis pela degradagio das proteinas de reserva das
plantas, diminuindo os teores destas nas folhas, além da reducdo da sintese “de novo” das
mesmas durante a falta de dgua.

Resultados similares foram encontrados por Lobato et al., (2009), que observaram
‘reducdo na concentragdo de proteinas soliveis totais em plantas de pimentdo (Capsicum
annuum cv. Vermelho gigante) sobre estresse hidrico. Lechinoski et al., (2007), trabalhando
com plantas de teca (Tectona grandis L. f.) sobre influéncia do estresse hidrico constataram
que houve uma diminui¢ao dréstica de 94% na concentraciio de protefnas soliveis totais nas

plantas submetidas & deficiéncia hidrica.
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Figura 23. Concentragdes de protefnas soldveis totais em folhas de plantas de acapu (Vouacapoua
americana Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma
letra maitisculas ou mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As
letras mindsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam 0s
valores ao longo do experimento. As barras representam os devios padrOes das médias.
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Figura 24. Concentragdes de protefnas soliiveis totais em rafzes de plantas de acapu (Vouacapoua
americana Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma
letra maitisculas ou mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As
letras mintisculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam os
valores a0 longo do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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3.3.9- Concentracoes de aminoacidos soliiveis totais

Houve acréscimo significativo na concentracdo de aminodcidos soliveis totais tanto
nas folhas quanto nas rafzes entre os regimes hidricos, e conforme a intensidade do estresse
hidrico foi aumentando (figuras 25 e 26), visto que a concentracdo de AA das plantas
mantidas irrigadas mantiveram-se com média de 53, 29 pmol de AA/g MS nas folhas e de
60,34 pmol de AA/g MS nas raizes. Os teores nas folhas foram de 53,29; 67,20; 79,25 e 92,55
pmol de AA/g MS nos tratamentos com 0, 10, 20 e 30 dias, respectivamente. Nas raizes, as
concentragdes foram de 60,34; 64,53; 72,29 e 83,83 umol de AA/g MS, nos tratamentos com
0, 10, 20 e 30 dias de estresse hidrico, respectivamente.

Durante a falta de 4gua hd aumento da atividade das enzimas proteoliticas que
degradam as proteinas em aminoécidos, esses compostos sao importantes para diminuir o
potencial hidrico e manter a turgescéncia das células, servindo ainda de reserva de nitrogénio
para uma possivel retomada de crescimento da planta quando o estresse cessar ou amenizar.
De acordo com Subbarao et al., (2000) a deficiéncia hidrica pode causar distirbios nos tecidos
do floema, reduzindo a translocacdo dos aminodcidos para outros 6rgdos. Lechinoski et al.,
(2007) trabalhando com a influéncia do estresse hidrico nos teores de aminoacidos soliveis
totais em folhas de teca (Tectona grandis) observou um aumento de 68% na concentragdo dos
aminodcidos soldveis totais. Resultados semelhantes foram encontrados por Carvalho (2005),
trabalhando com duas variedades de paricd Schizolobium amazonicum (S. parahyba var.
amazonicum) e Schizolobium parahyba (Schizolobium parahybum) submetidas a deficiéncia
hidrica, em que houve um aumento significativo no aciimulo de aminoécidos soliveis totais

nas folhas.
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Figura 25. Teores de amino4cidos soldveis totais em folhas de plantas de acapu (Vouacapoua
americana Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma
letra maitdsculas ou mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As
letras mindsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam os
valores ao longo do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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Figura 26. Teores de amino4cidos soliveis totais em raizes de plantas de acapu (Vouacapoua
americana Aubl.) submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma
letra maitisculas ou mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As
letras mintdsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maidsculas comparam os
valores a0 longo do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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3.3.10- Concentracoes de prolina

Houve aumento significativo na concentra¢gdo de prolina nas folhas de acapu em
relacdo aos regimes hidricos nas plantas estressadas, e também conforme foi aumentando o
tempo de estresse hidrico (figura 27). As concentrages de prolina nas folhas das plantas sob
suspensdo hidrica foram de 1,78; 3,58; 5,68 e 6,81 umol g'lMS, nos tempos 0, 10, 20 e 30
dias, respectivamente. As plantas mantidas sob controle hidrico ndo diferiram estatisticamente
entre os tempos, mantendo uma constante tanto nas folhas, como nas raizes, a média obtida
nessas plantas em relagdo as folhas foi 1,78 pmol g'MS, j4 nas raizes a média dos valores foi
1,50 pmol g'MS. A concentracio de prolina também aumentou significativamente nas raizes
das plantas estressadas, tanto entre os tratamentos, quanto entre os tempos de estresse (figura
28), apresentando os resultados mais altos nos tempos 3 e 4, que foram de 3,06 e 5,03 pmol g°
'MS, respectivamente. Esse aumento na concentracdo de prolina coincidiu com a diminuigéo
do potencial hidrico (Figura 1), mostrando a relacdo entre a diminui¢do do potencial hidrico e
0 aumento da concentracio de prolina na planta.

Para Rhodes et al., (1986) o acimulo na concentragdo de prolina em plantas sob
deficiéncia hidrica pode ‘ser consequéncia tanto do aumento na sua sintese, como do
decréscimo na sua degradacdo. Provavelmente, em plantas sobre deficiéncia hidrica, h4
aumento das atividades das enzimas proteoliticas, promovendo maior disponibilidade de
aminoécidos livres como a prolina e a glicina-betaina. Para Kishor et al., (2005) a prolina é
uma substincia responsdvel pelo ajustamento osmético das células sujeitas a estresses,
evitando a reducdo da turgescéncia celular, preservando a integridade celular, e permitindo a
continuidade de processos fisiolégicos essenciais para o crescimento e desenvolvimento das
plantas. De acordo com Ferreita et al., (2002) a hidrélise de proteinas, além de contribuir com
0 aminodcido precursor (glutamato), pode também contribuir com a prépria prolina,
favorecendo o seu aumento como aminoécido livre nos tratamentos sob estresse hidrico.

Segundo Valpuesta et al., (1992). a rota metabdlica responsdvel pela sintese de
prolina mais expressiva em plantas tem inicio no aminoédcido glutamato, o qual pode ser
produzido por hidrélise de proteinas, por reacdes de transaminagdo ou pelas reagdes
catalisadas pelo ciclo GS/GOGAT. Resultados semelhantes foram encontrados por Cunha
(2010), trabalhando com plantas de mogno africano ( Khaya ivorensis A. Chev) e mogno
brasileiro (Swietenia macrophylla King) submetidas a adubacfo potdssica durante periodo
chuvoso e seco, que observou aumento na concentragdo de prolina nas plantas de mogno

africano e mogno brasileiro, durante o periodo seco em relagdo ao chuvoso. O mesmo
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resultado também foi encontrado por Paula et al., (2013) que constatou um aumento de quase
21% na concentragdo de prolina em plantas de mogno brasileiro (Swietenia macrophylla

King) durante o perfodo de seca no municipio de Santa Barbara- Par4.
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Figura 27. Concentragdes de prolina em folhas de plantas de acapu (Vouacapoua americana Aubl.)
submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra maitisculas ou
mintsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras mindsculas
comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitsculas comparam os valores ao longo
do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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Figura 28. Concentracdes de prolina em raizes de plantas de acapu (Vouacapoua americana Aubl.)
submetidas a 0, 10, 20 e 30 dias de déficit hidrico. As médias seguidas pela mesma letra maitisculas on
mindsculas, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de probabilidade. As letras mintdsculas
comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras maitisculas comparam os valores ao longo
do experimento. As barras representam os devios padrdes das médias.
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3.4- CONCLUSAO

O tempo de 10 dias de déficit hidrico foi suficiente para alterar o metabolismo das
plantas jovens de acapi, induzindo um aumento nas concentracdes de aménio, sacarose,
prolina e glicina betaina, assim como, nos teores de amino4cidos soldveis totais, carboidratos
soldveis totais, tanto nas folhas, quanto nas raizes, além de reduzir as concentracoes de
nitrato, de amido, das proteinas soliveis totais, e a atividade da glutamina sintetase nos
tecidos foliares e nas raizes.

Os indicadores bioquimicos observados mostraram-se eficientes para avaliar o estado
metabdlico das plantas de acapi submetidas 2 deficiéncia hidrica.

O acimulo de prolina e glicina-betaina nos tecidos foliares resultantes da intensidade
do déficit hidrico, ndo foram capazes de impedir a redugio na producdo de massa seca das

plantas jovens de acapdi.
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Tabela 3. Varidveis bioquimicas. Os valores apresentados sdo as médias e erro padrio das varidveis
bioquimicas. As médias seguidas pela mesma letra maidsculas ou mindsculas, nio diferem entre sj pelo teste de
tukey a 5% de probabilidade. As letras mindsculas comparam os valores entre os regimes hidricos e as letras
maitisculas comparam os valores 20 longo do experimento.

Tenpo (dias)
Tratamentos Varidvel 0 10 20 30
Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz
Controle  Nitrato (umolde  0,394002aA  0,5740,022A 041:0022A  06:003aA 037:0,02aB  0,55:0,1aA  0,4140,04aA 0,58+0,00aA
Déficit NO;/g MS) 040£002aA  057+0,02aA 0,342003bB  0,2120,04bB 0,09£0,02bC  0,07+0,01bC  0,01+0bD 0,0240,01bC
Controle GS(umol GGH/ g 26,59+035aA  24,67+0,38aA 269240,71aA 24,69+1,00aA 26,8340,90aA 24.84x141aA  26,0350,35aA  24,5040,522A
Déficit MS) 26.59+0,34aA  24,7240,68aA 2149+1,14bB 18,12£1,41bB  1531£1,18bC 12,35+1,796C 5,7740,88bD  5,50+0,495D
Controle  Amido(umol de GLI/  0,2240,009aA 0.13£0,0053A  0,23+0,02aA  0,12+0,01aA 0,22:0,08aA  0,1330,02aA  021+0,02aA 0,14+0,01aA
Déficit g MS) 0,22+0,009aA  0,13+0,0053A 0,2120,01bA 0,06:001bB  0,16+0,01bB 0,05+0,01bBC 0,13+0,01bC  0,0240,01bC

Controle  Proteinas S.T. (mg  2,11+0,13aAB  3,04+0,13aAB  2.23+0.052A 3,1420,16aA  1,96+0,08aB 2,8940,18aB  2,14+029aAB 3,1120,092AB
Déficit ~ deproteina/g MS)  2,1120,133A  3,0420,130A 21740224 1,84016bB  181:029aB 146£017bC  1,3:0,14bC  0,46:0,04bD
Controle ~ Ambnio livie (umol  93910,19aA 202640324 9.5:0,93bA 204711524 9.51:086bA 199141,09bA 9,174034bA 20,41+0,49bA
Déficit deNHs7gMS)  039:019aD  202610.32C 13,1940.78aC 21,19:0,852C 155120,83aB 2041:049B 19,02:0,78aA 3536:0,792A
Controle  Carboidratos 8. T. 1,170,082 0.92+001aA  12440,03bA 093+0,03bA  1,19:0,07hA 039+002bA  1,0840,11bA  0,96:0,04bA

Déficit (umol g™ MS) L17+0,08aD  0,92:001aD  2,23+0,29aC  1,580,17aC 3,194031aB  2431021aB  4,730,153A 3,56+0,23aA
Controle  Sacarose (umolg?  22944053aA  14,0240,28A 22.74%1,18aA 14251 41aA 23,55+1,33bA 13,740,84bA  22,54+2.24bA  14,1340,81bA
Déficit MS) 229420,53aC  14,0240,28aC 23,6242,03aC 13,23+1,27aC 29,83+0,85aB 14,13+0.81aB 34,15+1,39A  17,5740,76aA

Controle  Glehabetaina  84:0260A  884032A 81:033A 904042A  85105bA  9.1:084bA 86:0,35bA  85:032bA
Déficit (imolg" MS)  84i026aD  §8:03D 1324143C 12,0:,64aC 1714108 16740574 22,8+1,08A 19,041,284
Controle  Aminodcidos S.T. 5329+048aAB 60,3420,692AB 54,84:0,00bA 602341295 AB 516140968 5895417558 5343:0,70bAB 61,8540,82bA
Déficit  (umolde AA/gMS)  532041,14aD 60.34£1,02aD 67,2041,53C 64,5351,62aC 7925415248 T229+140aB 92,551 42A 83,83+1,362A
Contole  Profina (umolg”  178:003aA  151:01aA  179:02%A 1394012bA 174:0,19A 156:028bA L81:04bA  1,57:02bA
Déficit MS) L784003aD  15140.0aD 3564085C 2182023C 56810858 30640178  6814022A  503402%A




