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RESUMO

RESPOSTAS ECOFISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE PLANTAS J OVENS
DE Hymenaea courbaril L. E H. stigonocarpa Mart. SUBMETIDAS A
DEFICIENCIA HIDRICA E REIDRATACAO

O suprimento de dgua para uma espécie resulta de interagGes que se estabelecem ao longo do sistema
solo-planta-atmosfera. Quando a quantidade de dgua absorvida ¢ maior que a quantidade transpirada a planta
passa a sofrer deficiéncia hidrica que pode ocasionar o aumentar da tensio negativa no vaso xilemadtico,
resultando em mudancas nas relagoes hidricas refletindo na capacidade fotossintética associada com as
alteragbes no metabolismo do carbono e do nitrogénio. O objetivo do trabalho foi investigar os efeitos da
deficiéncia hidrica e reidratacdo nos aspectos fisiolégicos ¢ bioquimicos em plantas jovens de H. courbail ¢ H.
stigonocarpa. O experimento foi conduzido em casa de vegetagio pertencente ao Instituto de Ciéncias Agrarias
(ICA) da Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), em Belém/PA. Cingiienta muda de cada espécie em
estudo foram transplantadas para vasos de polietileno contendo 18 kg de Latossolo Amarelo de textura média.
Apés cinco meses de aclimataciio, as medigdes dos pardmetros fisioldgicos e bioquimicos foram realizadas,
sendo uma no inicio do experimento, 13 e 26 dias apds a suspensio hidrica. Nesse ultimo momento as plantas
foram reidratadas por dois ¢ quatro dias. A espécie H. courbaril reduzin sua transpiragio, fotossintese,
condutincia estomdtica, potencial hidrico e conteudo relativo de dgua apos 26 dias em 93.8, 93.5, 87.0, 525 ¢
52.8%, respectivamente em relacfio ao status hidrico inicial. Enquanto que no mesmo periodo a H. stigonocarpa
apresentou reducio da transpiracio, fotossintese, condutincia estomatica, potencial hidrico e conteudo relativo
de até 60.9, 31.3, 60.2, 135 e 25%, respectivamente. Ambas as espécies apos quatro dias de reidratacio
conseguiram recuperar a maioria de suas caracteristicas fisioldgicas, com excegdo do contendo relativo de dgua
para ambas e da fotossintese para a espécie H. courbaril. Similar as mudangas fisiolégicas, os aspectos
bioquimicos também foram afetados, como por exemplo, a redutase do nitrato teve sua atividade reduzida em
56% para a H. courbaril e 30% em H. stigonocarpa, decorrido 26 dias de estresse. No mesmo periodo, ambas as
espécies aumentaram a concentragio de sacarose em 18%, com uma diminui¢do de 52 € 29% do contetido de
amido ¢ proteinas soliveis totais, respectivamente. As taxas de carboidratos sohiveis totais, aminodcidos livres
totais, prolina e glicina-betaina tiveram aumento significativo a partir do décimo terceiro dia nas duas espécies
alcancando valores, respectivos, de 1.8, 1.7, 2.6 € 2.0; 2.6, 1.5, 2.6 e 1.5 vezes maior que o status hidrico inicial.
Somente as concentragdes dos carboidratos e prolina foram readquiridas para H. courbaril. Todavia, a H.
stigonocarpa, com excecio da redutase do nitrato, consegunin recuperar as varidveis bioquimicas apds quatro dias
de reidratacio. Portanto, a f. stigonocarpa, devido a recuperagio da maioria de suas caracteristicas bioquimicas
e fisiolégicas, exerce maior adaptabilidade em relacio ao estresse hidrico, 0 que a torna mais potencialmente
recomendada para ambientes com restri¢Ges hidricas, apesar da H. courbaril apresentar alta plasticidade a esse
ambiente.

Termos para indexacgfo: potencial hidrico, trocas gasosas, ajustamento osmético, espécie arborea, tolerancia a
seca.



ABSTRACT

ECOPHYSIOLOGICAL BIOCHEMICAL RESPONSES OF PLANTS AND YOUNG
A Hymenaea courbaril L. AND H. stigonocarpa Mart. SUBMITTED TO
WATER STRESS AND REHYDRATION

The water supply for a species is the result of interactions that take place over the soil-plant-atmosphere.
When the amount of water absorbed is greater than the amount transpired the plant suffers from water stress
which may lead to increasing tensions negative xylem vessel, resulting in changes in water relations reflected in
photosynthetic capacity associated with changes in the metabolism of carbon and nitrogen. The objective of this
study was to investigate the effects of water stress and rehydration in physiological and biochemical aspects in
young plants of H. courbail and H. stigonocarpa. The experiment was conducted in a greenhouse belonging to
the Institute of Agricultural Sciences (ICA) of the Federal Rural University of Amazonia (UFRA) in Belém / PA.
Fifty changes of each species under study were transplanted to pots containing 18 kg of polyethylene Yellow
Latosol of medium texture. After five months of acclimatization, measurements of physiological and
biochemical parameters were performed. one at the beginning of the experiment, 13 and 26 days after the
suspension fluid. In the latter when the plants were rehydrated by two and four days. The species H. courbaril
reduced their transpiration, photosynthesis, stomatal conductance, water potential and relative water content after
26 days 93.8, 93.5, 87.0, 525 and 52.8%, respectively compared to the initial water status. While in the same
period H. stigonocarpa decreased transpiration, photosynthesis, stomatal conductance, water potential and
relative content of up to 60.9, 31.3, 60.2, 135 and 25% respectively. Both species after four days of rehydration
were able to recover most of their physiological characteristics, except for the relative water content for both and
photosynthesis of H. courbaril. Similar to changes in physiological, biochemical aspects were also affected, for
example, nitrate reductase activity was reduced by 56% for H. courbaril and 30% in H. stigonocarpa, after 26
days of stress. At the same time, both species to increase the concentration of sucrose in 18% with a decrease of
52 to 29% of the content of starch and soluble proteins, respectively. The rates of total soluble carbohydrates,
free amino acids, proline and glycine betaine had a significant increase from the thirteenth day in both species
reaching values, respective, 1.8, 1.7, 2.6 and 2.0, 2.6, 1.5, 2.6 and 1.5 times greater than the initial water status.
Only the concentrations of carbohydrates and proline were repurchased for H. courbaril. However, H.
stigonocarpa except nitrate reductase, was able to recover biochemical variables after four days of rehydration.
Therefore, H. stigonocarpa due to the recovery of most of their biochemical and physiological characteristics,
exerts greater adaptability in relation to water stress, which makes it potentially recommended for environments
with water restrictions, despite FH. courbaril show high plasticity in this environment.

Index terms: water potential, gas exchange, osmotic adjustment, tree species, drought tolerance.
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CONTEXTUALIZACAO

O clima do nosso planeta € ciclico. Ha os ciclos muito longos, de séculos, provocados
pela atividade solar, os ciclos médios, de décadas, provocados pela Oscilagdo Decadal do
Pacifico (ODP) e os ciclos curtos, de meses, provocado pelo £l Nifio, que causa um déficit de
precipitacdo pluviométrica no norte e leste da Amazonia (Hackbart, 2008).

A média de precipitagdo na regifio amazdnica ¢ de 2300 mm anuais, porém esse valor
ndo ¢ uniforme em toda a regido (Fisch, 1996). Os dados climatolégicos utilizados na
classificacdo climatica do Estado do Parda demonstram uma maior deficiéncia hidrica no
interior da regido Nordeste e Sudoeste do Estado e maiores valores de deficiéncia nas regides
Este e Noroeste o que corresponde a aproximadamente 45% do territério durante o periodo
seco. Devido a esses fatores mais da metade das florestas da regido sofre estiagens anuais que
duram de julho a novembro. Mesmo ap6s vérias semanas seguidas sem chuva, continuam
verdes, umidas e imunes ao fogo, sdo as chamadas “florestas de raizes profundas”, pois
através de suas raizes consegue capturar, durante a seca, agua estocada a mais de 10 metros de
profundidade. Mas se a estiagem for muito prolongada, como acontece durante o evento
climético EI Nifio, o solo profundo também ficara seco, impedindo que as raizes se abastegam
de agua (Embrapa, 2001).

O suprimento de agua para uma espécie resulta de interagdes que se estabelecem ao
longo do sistema solo-planta-atmosfera, o qual ¢ determinado pela habilidade da planta em
utilizar a 4gua armazenada no solo, enquanto a demanda da atmosfera, por outro lado, esta
relacionada a combinagdo dos fatores meteoroldogicos interagindo com o dossel vegetativo da
cultura (Carlesso, 1995).

O déficit de agua aumenta a tensdo negativa do xilema, evidenciados por mudangas
nas relagdes hidricas refletindo nas alteragdes dos processos fisioldgicos e bioquimicos, 0 que
pode afetar as plantas de modos diferentes a depender de diversas caracteristicas inerentes a
cada vegetal. Em ambientes de seca moderada as plantas através de sua arquitetura foliar
podem regular a perda de 4gua e a captagdo que permite a manuten¢do do conteudo relativo
de agua nas folhas, possibilitando uma pequena mudanca na capacidade fotossintética que
esta associada com as alteragdes no metabolismo do carbono e do nitrogénio (Cornic &
Massacci, 1996; Mwanamwenge et al., 1999).

Em regides com diferentes caracteristicas de clima e solo, vem sendo utilizadas
medi¢des de trocas gasosas em plantios florestais para avaliar as respostas primérias de

produtividade dessas espécies diante as variacdes diurnas e sazonais (Waring & Landsberg,
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2011). O principal mecanismo de controle das trocas gasosas ¢ 0 movimento estomatico nas
plantas superiores. Para a maioria das espécies, o fechamento estomatico ocorre apos
redugdes da disponibilidade hidrica do solo (Taiz & Zeiger, 2004). A redugdo das trocas:
gasosas promovida pela deficiéncia de dgua altera os processos bioquimicos através da
diminui¢io da capacidade da planta em formar proteinas para seu crescimento bem como
reduz a produgdo de amido, pois a atividade da sacarose fosfato sintase € diminuida, sob
déficit de 4gua (Kramer & Boyer, 1995). A planta, sob essas condigdes desfavoraveis, passa a
reduzir a produgdo de carboidratos através do processo fotossintético, dos quais parte €
utilizada para armazenamento (Souza et al., 1982). Assim, a planta passa a acumular
compostos orgdnicos como os aglcares soliveis e aminoécidos, responsaveis pelo
ajustamento osmético em condigdes de déficit hidrico. A prolina € um composto muito
expressivo na osmorregulagdo dos tecidos vegetais submetidos ao estresse (Lawlor & Leach,
1985). Enquanto varios aminoacidos sdo conhecidos por se acumular em func¢do da tenséo
osmotica, a prolina tem um papel protetor especifico aparentemente dentro da adaptagdo das
células das plantas com restrigdo hidrica (Handa et al., 1986) e parece ser o osmorregulador
organico preferido dentre muitas plantas. O actmulo dessa substincia no tecido vegetal,
primariamente ligada & diminui¢do do conteudo relativo de agua, resulta da diminuigdo da
sintese ou degradagdo das proteinas (Taiz & Zeiger, 2004; Kerbauer, 2008).

O comportamento vegetal anormal observado pelas alteragdes bioquimicas e
fisiologicas resultantes do estresse hidrico pode ser revertido através da reidratagfo, que
dependendo do periodo de deficiéncia, proporciona uma recuperagdo das caracteristicas
fotossintéticas e o status hidrico inicial que estdo diretamente ligados ao desempenho das
atividades bioquimicas. Em plantas de Minquartia guianensis, a recuperagdo da taxa
fotossintética apos 21 dias de estresse se deu em seis dias (Liberato et al., 2006), diferente das
respostas de Carapa guianensis onde a recuperagéo se deu em oito dias. No entanto para esta
mesma espécie as taxas de transpiragfo e condutincia estomdtica se deram no quarto dia. A
taxa de recupera¢do da condutincia estomatica ocorreu de maneira mais rapida que a taxa
fotossintética (Gongalves et al., 2009), Esse comportamento confirma o fato dos estdmatos
atuarem como eficiente mecanismo de entrada de CO,, para manter elevada concentragdo
desse gas dentro da célula para ser utilizada na fase bioquimica da fotossintese, o que explica
uma resposta tardia do processo fisiolégico em plantas submetidas a reidratagdo (Lawlor,
2002).

Aspectos como esses mostram a relevancia de se conhecer os fatores intrinsecos a

ambientais relacionados a fisiologia das arvores amazonicas. Se as mudangas climaticas € a
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destruigdo das florestas tropicais continuarem com as taxas atuais (aproximadamente 22.000
km?2. ano™") (Laurance et al., 2004), provavelmente os produtos madeireiros serdo obtidos de
florestas secundarias ou de plantios. Entretanto, ndo se sabe como espécies de diferentes
estadios sucessionais na floresta amazénica respondero a estas variagdes ambientais de
deficiéncia hidrica.

As estratégias que as plantas normalmente desenvolvem para conter a seca so
constituidas de uma mistura de mecanismos de tolerancia. Essas estratégias de tolerdncia
envolvem respostas fisiologicas e bioquimicas imediatas, considerando que as estratégias que
envolvem caracteristicas morfologicas podem desenvolver-se a longos prazos (McCue &
Hanson, 1990).

Portanto, mudangas fisiolégicas e bioquimicas, constituem o foco dessa pesquisa, a
qual tem como objetivo compreender a relagdo entre as respostas fisiologicas e bioquimicas
em folhas de plantas jovens de duas espécies florestais, Hymenaea courbaril e H.
stigonocarpa, submetidas a deficiéncia hidrica e reidratagdo, que apesar de pertencerem ao
mesmo género, ndo se sabe a relagdo das respostas comportamentais quando ambas as
espécies sdo submetidas ao mesmo ambiente com disponibilidade hidrica limitada.

O género Hymenaea possui 14 espécies ocorrentes em regides tropicais e subtropicais
(Lee & Langenheim, 1975). Entre as espécies arboreas de ampla distribuigéo encontram-se a
Hymenaea Courbaril L. e Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne, pertencentes & familia
Leguminosae e subfamilia Caesalpinioideae (Lorenzi, 1992; Almeida et al., 1998).

A H. stigonocarpa, popularmente conhecida como jatoba-do-cerrado ou jutai,
(Carvalho, 2007) é uma leguminosa arborea secundaria tardia (Durigan & Nogueira, 1990) de
ocorréncia comum em ecossistemas de cerrado e serradfio brasileiro (Correa, 1984; Lorenzi,
1992; Almeida et al., 1998). Ocorre, naturalmente, em solos secos e, em solos de fertilidade
quimica baixa, mas sempre em terrenos bem drenados, com necessidade de precipitagdo
pluvial média anual variando entre 760 mm a 1.800 mm (Carvalho, 2007).

E uma planta decidua, helitfita e seletiva xerofita. Suas arvores variam de 6 a 15
metros de caule liso com ramos inermes, velutineos ou glabrescentes (Almeida et al., 1998).
As folhas contém peciolos de 6-13 cm, tomentosos, ferrugineos; foliolos opostos, 4,7-2,3 cm
x 10,8-5,3 cm, concolores, coridceos, oblongos, base assimétrica, 4pice geralmente
arredondado, face adaxial tomentosa, face abaxial pelucido-punctada; pecidlulo de 1 mm.
Inflorescéncias racemosas, terminais com bracteas. Flores com calice turbinado-campanulado,
velutineo, quatro sépalas concrescidas, esverdeadas; corola creme, pétalas oboval-oblongas,

subiguais, livres; ovario glabro (Martins, 2009).
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Com flores hermafroditas apresentam um sistema de reprodugdo predominante de
cruzamentos, polinizagio quirépterofilia, dispersdo do tipo barocoria e zoocoria das sementes
permitindo uma alta diversidade genética (Moraes et al., 2007). Os frutos sdo do tipo legume
nucéide, curtoestipitado, muricado, glabro, castanho-avermelhado (Martins, 2009). Robustos,
os frutos variam entre 10-20 cm de comprimento por 4-6 cm de largura (Rizzini, 1971),
apresentando polpa seca, farinicea, adocicada, comestivel e de sabor e cheiro muito
caracteristico (Rocha, 1992). A polpa é consumida in natura e na forma de geléia, licor €
farinhas para bolo, pdes e mingaus (Rocha, 1992; Silva, 1995; Almeida et al., 1998). Por
produzir anualmente grande quantidade de frutos, esta espécie representa um papel ecologico
fundamental, pois serve de alimento para a fauna terrestre (Moraes et al., 2007) sendo
recomendada para a recuperagdo de dreas degradadas, ja que ¢ bastante procurada pela fauna
tornando-se uma espécie apta para essas finalidades (Carvalho, 2007).

A espécie Hymenaea courbaril, mais conhecida como jatoba-da-mata (Lorenzi, 2000),
¢ uma espécie climax, semidecidua, heliéfita que atinge altura de 15-20 m, com tronco de até
1 metro de dimetro. E uma arvore de facil multiplicagéo, ndo podendo faltar na composi¢éo
de reflorestamentos heterogéneos (Lorenzi, 1998). Ocorre desde o sul do Meéxico, até grande
parte da América do Sul, incluindo Guiana Francesa, Suriname, Guiana, Venezuela,
Coldombia, Peru e Bolivia (Melo & Mendes, 2005), com abundante ocorréncia na Amazdnia,
chegando até a regido sudeste do Brasil (Loureiro et al., 1979) em quase todas as areas de
matas pluviais a matas secas (Lorenzi, 2002; Ipef, 2008).

E uma espécie hermafrodita e alogama com as arvores que medem de 10-20 m de
altura com fuste cilindrico, normalmente reto (Lorenzi, 2000). Apresentam ramos inermes,
hirsutos. As folhas contém peciolo de 5-10 mm, tomentoso; foliolos 5,0-5,5 x 2,0-2,5 cm,
opostos, concolores, coridceos, oblongos, base assimétrica, dpice geralmente agudo, face
adaxial glabrescente ou glabra, lustrosa, face abaxial pelticido-punctada; pecidlulo de 1 mm.
As inflorescéncias sdo racemosas, terminais com bracteas. Flores com calice campanulado,
eglanduloso, quatro sépalas imbricadas, concrescidas, esverdeadas; corola alva, pétalas
imbricadas, oblongas, subiguais, livres; ovario glabro. Os frutos séo do tipo legume nucoide,
curto-estipitado, verrugoso, lustroso, castanho escuro (Martins, 2009). A polinizagdo das
flores é realizada pelos morcegos e a dispersdo dos frutos e sementes por mamiferos, tais
como a anta, o veado, a queixada e o macaco-prego (Lorenzi, 2000). Os frutos contém uma
polpa que origina uma farinha muito nutritiva, consumida tanto pelo homem como pelos

animais silvestres (Lorenzi, 1998).
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E uma arvore que produz sementes com abundancia e regularidade o que favorece seu
uso comercial (Campos & Uchida, 2002), com comprimento de aproximadamente 10 a 20 cm,
com digmetro variando entre 4 a 6 cm (Jayaprakasam et al., 2007). Suas sementes apresentam
dorméncia causada por impermeabilidade do tegumento (Almeida et al.,1999), que garante
maior longevidade, permitindo que germine mesmo decorrido muito tempo da disperséo.
Devido a isso, devem ser submetidas, antes da semeadura, a tratamento para quebrar a
dorméncia.

Da arvore é extraido 6leo essencial, taninos, materiais resinosos e pécticos, amido e
agucares, sendo as cascas e folhas utilizadas no tratamento de diarréias, colicas intestinais,
cistite, tosses, bronquite e asma (Panizza, 1997) além da resina que exsuda do seu tronco,
utilizada para vernizes (Loureiro et al., 1979).

A H. courbaril aparece em area com temperatura média entre 20 a 30 °C, solos
profundos, argilosos ¢ bem drenados. Cresce bem em zonas timidas com precipitagdo anual
entre 1.500 e 3.000 mm onde sua deficiéncia hidrica ndo deve passar de 100 mm (Nappo et
al., 2005). No se desenvolve bem em solos inundaveis (Carvalho, 1994), sendo pouco
exigente em fertilidade e umidade do solo, ndo podendo faltar na arborizac¢do de parques e
grandes jardins além do reflorestamento (Lorenzi, 1992).

A madeira do jatob4 da mata e do serrado ¢ empregada na construggo civil em vigas,
caibros, ripas, acabamentos internos (marcos de portas, tacos ¢ tabuas para assoalhos), na
confecgdo de artigos para esportes, cabos de ferramentas, pegas torneadas, esquadrias, joias,
objetos de arte e pegas de decoragio, bem como moéveis de alto luxo. Conhecida como
Brazilian-cherry, a madeira do jatobd consta junto com o ipé (Brazilian-walnut) e o mogno
(Mahogany) no grupo das 10 mais valiosas e negociadas madeiras do mundo.

Apesar das arvores dessas duas espécies serem Uteis na construgao civil e naval
(Correa, 1984; Lorenzi, 1992), devido seu crescimento lento, resultando em um fuste rigido
(Lorenzi, 1992) elas também, como ja foi citado, tem utilidades em ornamentagédo € em areas
destinadas ao reflorestamento, pois além de servirem de alimento para a fauna nativa
(Lorenzi, 1992), servem como uma fonte de captagdo de CO, atmosférico (Phillips et al.,
2002; Malhi et al., 2002).

As hipéteses levantadas neste estudo é que ambas as espécies sofrerdo igualmente com
o estresse; e que as espécies ao final do periodo seco recuperardo seu metabolismo através da

reidrataco.
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CAPITULO I

RESPOSTAS ECOFISIOLOGICAS DE PLANTAS JOVENS DE Hymenaea courbaril L.
E Hymenaea stigonocarpa Mart. SUBMETIDAS A DEFICIENCIA HiDRICA E
REIDRATACAO

Resumo — O objetivo do trabalho foi investigar os efeitos da deficiéncia hidrica e reidratagdo nos aspectos
fisiologicos em plantas jovens de H. courbail e H. stigonocarpa. As medigdes dos pardmetros fisiologicos foram
realizadas no inicio do experimento, 13 e 26 dias ap6s a suspensdo hidrica. Nesse ultimo momento as plantas
foram reidratadas por dois e quatro dias. A H. courbaril reduziu sua transpiragdo, fotossintese, condutdncia
estomatica, potencial hidrico e conteddo relativo de agua apés 26 dias em 93.8, 93.5, 87.0, 525 e 52.8%,
respectivamente em relagdo ao status hidrico inicial. Enquanto que no mesmo periodo a H. stigonocarpa
apresentou redugdo da transpiragio, fotossintese, conduténcia estomatica, potencial hidrico e contetdo relativo de
até 60.9, 31.3, 60.2, 135 e 25%, respectivamente. Ambas as espécies apos quatro dias de reidratagdo conseguiram
recuperar a maioria de suas caracteristicas fisioldgicas, com exceg¢do do contetido relativo de d4gua para ambas ¢ da
fotossintese para a espécie H. courbaril. Portanto a H. stigonocarpa apresenta maior adaptabilidade as condigGes
de estudo, o que a torna mais potencialmente recomendada para ambientes com restrigdes hidricas, apesar da H.

courbaril apresentar alta plasticidade a esse ambiente.

Termos para indexacio: Hymenaea courbaril, H. stigonocarpa , trocas gasosas; potencial hidrico, tolerdncia a

seca.
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CHAPTER 1

ANSWERS ECOPHYSIOLOGY OF SEEDLINGS OF Hymenaea courbaril L. AND
Hymenaea stigonocarpa Mart. SUBMITTED TO WATER STRESS AND
REHYDRATION.

Abstract: The objective of this study was to investigate the effects of water stress and rehydration on
physiological aspects in young plants of H. courbaril and H. stigonocarpa. Measurements of physiological
parameters were measured at the beginning of the experiment, 13 and 26 days after the suspension fluid. In this
last moment rehydrate the plants were two and four days. H. courbaril reduced their transpiration,
photosynthesis, stomatal conductance, water potential and relative water content after 26 days 93.8, 93.5, 87.0,
525 and 52,8% respectively compared to the initial water status. While in the same period, H. stigonocarpa
decreased transpiration, photosynthesis, stomatal conductance, water potential and relative content of up to 60.9,
31.3, 60.2, 135 and 25%, respectively. Both species after four days of rehydration were able to recover most of
their physiological characteristics, except for the relative water content for both photosynthesis and for the
species H. courbaril. Therefore, H. stigonocarpa provides greater adaptability to the conditions of study, making
it potentially more recommended for environments with water restrictions, despite H. courbaril show high

plasticity in this environment.

Index terms: Hymenaea courbaril, H. stigonocarpa, gas exchange, water potential, tolerance to drought.
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INTRODUCAO

De modo geral, o reflorestamento na regifio Amazonica se da por meio do plantio de
mudas de espécies nativas, sendo realizado preferencialmente nas épocas do ano de 6tima
disponibilidade hidrica (Carvalho Filho et al., 2003). Mas, alternativamente, o plantio de
mudas pode ocorrer em meses mais secos do ano, ou naqueles sujeitos a periodos de veranico.
Nesse caso, a evapotranspiragdo geralmente excede as médias das precipitacGes,
caracterizando uma condicdo de deficiéncia hidrica limitante ao crescimento &
desenvolvimento das plantas (Silva & Casali, 2000). Entre as espécies nativas, que vem sendo
utilizadas no reflorestamento da regiio Amazdnica e servindo como estudos para diversas
areas, estfio as espécies Hymenaea courbaril e Hymenaea stigonocarpa.

Mas para o estabelecimento de um plantio de qualquer espécie € necessario evitar que
as plantas sejam submetidas a estresses ambientais como altas temperaturas, salinidade,
anoxia, congelamento, choque térmico, desnutricdo, herbivoria e a baixa ocorréncia de
chuvas, principalmente no estagio inicial do desenvolvimento das plantas, pois esses estresses
podem leva-las a morte antes de alcangarem a fase adulta.

De todos os recursos que a planta necessita para o seu desenvolvimento, a dgua € o
mais abundante e, a0 mesmo tempo, o mais limitante para a produtividade agricola e florestal.
Além disso, também limita a produtividade de ecossistemas naturais, pois 4 medida que o solo
seca, torna-se mais dificil as plantas absorverem agua, porque aumenta a for¢a de retencéo e
diminui a disponibilidade de 4gua no solo as plantas (Bergamaschi, 1992).

As plantas possuem trés mecanismos que podem resistir ao estresse hidrico: (1)
redugdo da perda de 4gua através de controle estomdtico e alteragdes morfologicas; (2)
aumento na extracdo de agua do solo e; (3) aumento da capacidade de tolerar baixo potencial
hidrico (Nilsen & Orcutt, 1996) onde o fechamento estomético ¢ devido diretamente & baixa
pressdo de turgor nas células guardas (Maroco et al., 1997), resultante da producéo de acido
abscisico (ABA) pela raiz (Fort et al., 1997) em resposta a deficiéncia hidrica, ou pode ser

influenciado também pela radiag@o solar, concentragdo de CO2 na atmosfera e a temperatura

do ar (Machado et al., 2002). Além de a conduténcia estomatica diminuir com o fechamento
dos poros estomaticos a velocidade da transpiragdo também ¢ reduzida (Lawlor, 2002),
restringindo a entrada de CO, nas folhas que resulta na inibigdo ou diminuigdo da atividade

fotossintética (Chaves et al., 2002).
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Para conhecer o grau de adaptagfio das espécies a deficiéncia hidrica, medigdes do
potencial hidrico foliar vém sendo utilizadas para fornecer informagdes que permitam
identificar o status hidrico em que se encontram as plantas. Para a maioria das espécies, 0
potencial hidrico acompanha as variagdes diurnas da demanda evaporativa da atmosfera,
atingindo um valor maximo logo antes do amanhecer. Nesse momento, as plantas sdo
encontradas com a maxima turgescéncia possivel para uma dada condi¢do hidrica no solo
(Kramer & Boyer, 1995.). Dessa forma, o potencial hidrico antemanhi (Ywan), tem sido
considerado um indicativo do estado hidrico das plantas (Ngugi, 2004), bem como da
quantidade de agua disponivel no solo (Taiz & Zeiger, 2004).

Assim, a irreversibilidade das alteragcdes comportamentais das plantas durante o
estresse hidrico vai depender do gendtipo, da duragdo, da severidade e do estagio de
desenvolvimento da planta. A reversibilidade pode ocorrer devido a capacidade elastica dos
organismos para suportarem tensdes, retornando a condigdo normal apds a interrupgdo do
estresse. Mas, apds niveis intensos pode surgir uma tensdo plastica e, nesse caso, as altera¢des
provocadas sfo inflexiveis, causando danos que podem levar a planta a morte (Silva, 2003).
Assim, a eficiéncia no uso da 4gua por uma planta pode ser entendida como eficiente
mecanismo de evolugio adaptativa através do qual esta adquire maior elasticidade para
enfrentar possiveis déficits hidricos. Portanto, o objetivo desse trabalho foi investigar as

respostas ecofisiologicas de duas espécies florestais submetidas a déficit hidrico e reidratagdo.

MATERIAL E METODOS

Local e conduciio experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo pertencente ao Instituto de
Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade Federal Rural da Amazdénia (UFRA), em Belém/PA,
entre os meses de margo a setembro de 2011. Cento e cinqlienta mudas das espécies
Hymenaea courbaril e H. stigonocarpa, com um més de idade, foram adquiridas no viveiro
da Associagdo das Industrias Madeireiras do Estado do Para (AIMEX), localizada no
municipio de Benevides/PA. As espécies foram transplantadas para vasos de polietileno
contendo 18 kg de Latossolo Amarelo de textura média, previamente peneirada para retirada
das impurezas. A corregdo do solo foi realizada dois meses antes do transplantio com 1,8 g de
calcario dolomitico por vaso e o teor de macronutrientes e micronutrientes foram corrigido

pela aplicagio de 5:7,5:10 g de NPK e 0,135 g de FTE BR12 por vaso de acordo com a



necessidade da planta a partir dos teores apresentados pela analise quimica e granulométrica
do solo realizada pela EMBRAPA Amazonia Oriental (Anexo I).

As plantas foram irrigadas, até a capacidade de campo, em dias alternados. Essas
foram mantidas em ambiente com iluminagio natural com média de radiagdo
fotossinteticamente ativa (RFA) de 1130 pmol m? s, atingindo temperaturas diurna de 23 a
37 °C com umidade relativa do ar entre 60,5 a 80%.

ApOs a aclimatacdo, cinqlienta mudas de cada espécie foram selecionadas
aleatoriamente para compor 0s cinco grupos experimentais: EO) zero dia, inicio do
experimento (plantas sem estresse hidrico); E13) 13 dias (plantas com 13 dias de estresse) e
E26) 26 dias (plantas com 26 dias de estresse), em que a partir desse momento outros dois
grupos que estavam em estresse (durante 26 dias) foram reidratados por dois (RD2) e quatro
dias (RD4). Cada grupo continha duas espécies com cinco repeti¢des, ambos submetidos a
dois tratamentos: plantas induzidas ao estresse e; plantas periodicamente irrigadas, totalizando
100 unidades experimentais. Os grupos de plantas sdo independentes um do outro e destrutivo
a cada avaliagdo.

As respostas ao déficit hidrico foram avaliadas nos dias 0, 13 e 26, e as respostas a
reidratagdo foram avaliadas no 2° e 4° dia ap6s os 26 dias de estresse, conforme os seguintes

métodos:

Potencial hidrico antemanha (¥w,,,) e Conteudo relativo de agua (CRA)

O potencial hidrico foi determinado na antemanhd (‘V'w,ny), entre 4:30 as 5:30 h
através de uma bomba de pressdo do tipo Scholander (mod. Pms Instrument Co., Corvalles,
USA). A analise foi realizada imediatamente apds o corte do terceiro ou quarto par de foliolos
totalmente expandidos, a qual foram colocados na cdmara onde foi, em seguida, aplicada uma
pressdo até ocorrer a exsudacdo pelo corte feito no peciolo da folha (Turner 1981). Para a
analise do conteudo relativo de 4gua na folha foi retirado 10 discos foliares (10 mm de
didmetro) de cada planta, ao acaso, determinando-se imediatamente a massa dos mesmos
(MF,) em balan¢a analitica, no horario de 9:00 as 10:00 h da manh3. Em seguida, os discos
foram transferidos para placas de petri, contendo 35 mL de 4gua destilada e deixadas em
bancada (25°C) por um periodo de 48 horas. Ap6s colocar os discos em papel de filtro para
retirar o excesso de dgua, os mesmos foram pesados para determinar a massa tirgida (MF,).
Depois foram colocados em saco de papel e levados a estufa com temperatura entre 65 a 70
°C por 48 h e posteriormente foi determinada a massa seca dos discos (MS) (Slavick, 1979).

O célculo utilizado para quantificar o conteido relativo de dgua foi:
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CRA = MF; — MS x 100 (%)
MEF, — MS

Trocas gasosas

As taxas de assimilaco liquida do carbono (4), condutancia dos estdmatos ao vapor
d’agua (gs), transpiragdo (E), temperatura foliar (Ty), concentragdo de CO; no ar e na folha
(364-228 pmol mol™, respectivamente) e fluxo de radiagéo fotossinteticamente ativa (PAR)
foram determinados por meio de um analisador de gases a infravermelho (mod. LCi 6400,
Hoddesdon, UK). As medigdes foram determinadas pela manha das 09:00 as 10:00 h. As
trocas gasosas foram medidas quando a densidade do fluxo de fotons fotossintéticos foi
superior a 1000 pmol m?s'. A média do déficit de pressdo de vapor entre o ar e a folha nos
dias em que as medigdes foram feitas variaram de 2,6 — 3.7 kPa e a temperatura média foliar
de 34 a 39 °C. As medicdes foram realizadas em folhas expandidas do terceiro ou quarto par a

partir do apice.

Analise de dados

A analise de variancia entre os fatores foi realizada utilizando-se o0 GLM do Software
estatistico MINITAB 14 (2004) e ASSISTAT 7.6 (2011), enquanto as diferengas entre as
médias foram segregadas com testes multiplos de Tukey. As andlises de regressdo nas

varidveis analisadas foram realizadas por meio do programa estatistico MINITAB 14.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho estudou os pardmetros ecofisiologicos: relagdes hidricas,
condutincia estomatica, transpiragio e assimilagdo de didxido de carbono pelas folhas. Fez-se
comparagio dos pardmetros estudados entre as espécies ao longo do tempo de estresse. Os
resultados mostraram diversas associagdes entre as espécies e caracteristicas fisiologicas que
poderio ser uteis quando da implantagdo das espécies no local definitivo.

O Ywam das plantas decresce significativamente (p<0.05) com o tempo de estresse
hidrico em ambas as espécies, mas a H. courbaril foi mais severamente afetada pelo estresse
com valor de -2.5 MPa decorridos 26 dias da suspensdo hidrica comparada com o valor -0,94
MPa apresentado pela H. stigonocarpa. A diminui¢do do potencial hidrico é devido ao

aumento da tensdo nos vasos xilematicos, quanto mais negativo o ¥'w maior estd sendo a
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forga necessaria para que a planta absorva do solo a agua a ser transportada a parte aérea. Esse
transporte pode ser prejudicado dependendo do grau de severidade da deficiéncia hidrica,
porém em H. courbail e H. stigonocarpa o transporte apos 0 estresse nao foi completamente
prejudicado, pois quando reidratadas as espécies recuperaram seu potencial inicial que se
encontrava entre -0.35 a -0.45 MPa (Anexo II), no entanto somente a H. stigonocarpa foi
recuperada integralmente decorrido apenas 48h (RD2) apds a reirrigagdo, ao contrario da
outra espécie que levou 96h (Figura 1).

Fu et al. (2010) demonstrou evento similar em plantas de Populus euphratica ¢ P.
Russkii atribuindo as diferentes caracteristicas de absorgdo de dgua a distribuigéo de raizes,
em que a P. euphratica pode absorver agua mais fortemente em uma maior profundidade que
a P. russkii.

Por outro lado, Batista et al. (2010) estudando cultivares de café constataram que
algumas cultivares, como Bourbon amarelo e Catimor, eram mais tolerantes em comparagéo a
outras em até 1,7 vezes, fato atribuido aos maiores resultados de espessura do parénquima
paligadico. Possivelmente essas plantas, com maior desenvolvimento desse tecido, permitem
uma maior eficiéncia na fixagdo de CO; pelo aumento da densidade estomatica, e

conseqiientemente maior condutancia (Castro et al., 2009).

Tempo (dias)

TO T13 T26 RD2 RD4
Qs ST S P B b 7 100
|
I 80
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é_ <60
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-4 o | L L = FaslTie e g

TO TI13 T26 RD2 RD4
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Figura 1. Potencial hidrico antemanhé (¥'Wam) e conteido relativo de dgua (CRA) em H. courbaril (®) e H.

stigonocarpa (0). Plantas ndo estressadas (T0), plantas estressadas por 13 dias (T13), 26 dias (T26) e plantas
reidratadas por dois dias (RD2) e quatro dias (RD4). Momento da reidratagdo (A). As barras mostram 0 €rro
padréo.
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Assim como no ¥wa,, 0 CRA de todas as plantas teve ampla variagio do conteudo de
4gua da H. courbaril em todas as avaliagdes de déficit, variando de 82 a 38%, em que apesar
da amenizacdo do estresse, esta ndo conseguiu se recuperar significativamente em rela¢@o ao
seu CRA inicial (Figura 1). Embora uma menor perda, 60% do conteudo de agua em relagdo a
82% da outra espécie, a H. stigonocarpa se comportou de forma similar. Vale ressaltar que a
recuperagdo do conteido de dgua foi readquirida quando as plantas dessa espécie foram
reidratadas, embora ela nio seja significativa (p<0,05) (Anexo II).

Outro efeito do déficit hidrico de grande evidéncia foi 0 g em que os tempos de
estresses e de reidratacdo afetaram significativamente sem distingéio das espécies. A variagdo
da gs ocorreu de 201 mmol m? s a um valor extremamente baixo de 26 mmol m? s no 26°
dia de estresse na espécie H. courbaril (Figura 2), o que representa uma reducdo de 3-4 vezes
maior quando comparada a H. stigonocarpa, lapesar dela no inicio apresentar menor
condutincia (Anexo 2), permitindo maior g, em H. stigonocarpa € uma maior eficiéncia na

atividade fotossintética nas condi¢des estudadas (Figura 5).

gs (mmol m 5

20 Figura 2. Condutincia estomatica (g;) em H.
- courbaril () e H. stigonocarpa (0). Plantas
200 nfo estressadas (E0), plantas estressadas por 13
dias (E13), 26 dias (E26) e plantas reidratadas
150 por dois dias (RD2) e quatro dias (RD4).
Momento da reidratagio (A). As barras
mostram o erro padrao.
100 |
50 - Assim como o potencial hidrico
‘ influencia diretamente na condutancia
MG b e ST L A :
TO T13 T26 RD2 RD4 (Figura 4), esta também influencia o
Tempo (dias) potencial hidrico, pois na tentativa de

economizar agua a espécie H. courbaril
em relacio a H stigonocarpa requereu um regulamento mais apertado do fechamento
estomatico (Figura 3), talvez por ser uma espécie, quase que exclusivamente, de cerrado. Por
isso, Hacke et al. (2000) propds que plantas de climas &ridos manteriam margens de
seguran¢a maiores que plantas de habitat umido, e que isto beneficia a sobrevivéncia durante
periodos de seca. Por outro lado, Martinez-Vilalta et al. (2002) ao obterem resultados
semelhantes com arbusto do Mediterraneo, ligaram as largas ou estreitas margens de
seguranca na eficiencia da condugo de dgua a caracteristicas historicas, como as filogenéticas

e biogeograficas.
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Resultados como esses também foram encontrados em mudas de Eucalyptus
citriodora e E. grandis que, quando se encontravam em solos com apenas 20% de agua
tiveram sua gs reduzida a valores de 21 mmol. m>.s” (Silva, 1998). Para Racke et al. (2000) o
fechamento estomatico além de reduzir a perda de dguas, através da transpiragdo, previne a
cavitag@o do xilema, diminuindo a tensdo no vaso.

O decréscimo na fotossintese foi demonstrado apds a supresséo da irrigagdo no 13° dia
chegando ao extremo no 26° em que quase ndo havia mais produgdo de fotoassimilados. Esse
evento teve maior intensidade na espécie que teve menores valores de Wwa, (Figura 1) e
condutncia estomatica (Figura 3) representada pela H. cowrbaril. Por outro lado, a H.
stigonocarpa também apresentou mudangas no comportamento fotossintético, mas os
resultados mostraram uma rapida recuperagéo apos a reidratagéo. Os valores da fotossintese
da espécie H. stigonocarpa, em condigdes de deficiéncia hidrica, foi muito superior aqueles
encontrados na espécie H. courbaril na mesma condi¢go hidrica (Figura 3).

A espécie H. courbaril teve sua fotossintese diminuida em até seis vezes a mais que a
reducdo ocorrida em H. stigonocarpa (Anexo 1I). Este fato se deve a uma conservagdo maior
do contetdo relativo de agua (Figura 1) pela espécie H. stigonocarpa, evidenciada pela maior
abertura estomatica (Figura 3), resultando na entrada de CO, que favorece a manutengéo da
concentragdo de CO; intercelular utilizado na fase bioquimica da fotossintese (Lawlor, 2002).
Plantas de C. guianensis, submetidas a deficiéncia hidrica durante 21 dias tiveram valores
baixos de fotossintese em até 0.4 umol m™ s™', valor aproximado encontrado em H. courbaril
(Gongalves et al., 2009). Esses autores, assim como Costa & Marenco (2007) associaram
esses resultados ao grau de modificagdo da condutincia estomatica, bem como nas mudangas
do nivel de 4gua no solo.

Trabalhos similares a este com espécies de habitat diferentes também foram
investigados por Ngugi (2004) que ao buscar as respostas fisiologicas ao estresse hidrico em
mudas de Eucalyptus argophloia, procedentes de ambiente seco, E. cloeziana, provenientes
de ambientes sub-umidos e timidos, comprovou que a E. argophloia manteve maior A e gs,
como a H. stigonocarpa, em todos os niveis de estresse que qualquer procedéncia de E.
cloeziana, as quais ndo apresentaram diferencas significativas entre si. Para o autor o aumento
da gs em E. argophloia pode estar relacionada a sua maior média da densidade estomatica e
comprimento total das células guardas por unidade de area.

Consequentemente, diante da deficiéncia hidrica e fechamento estomatico, a
transpiragdo também foi afetada. As espécies em estudo sofreram redugdes a partir do E13,

atingindo posteriormente, no E26, valores extremamente baixos e significativamente
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diferentes do tempo EO e E13 (Figura 2). Com os valores observados pode-se afirmar que na
H. stigonocarpa a redugdo da transpiragdo foi menor, contrastando com a H. courbaril cuja
média no tempo de maior estresse foi de 0.3 mmol m? s, que aliado ao baixo potencial
hidrico ndo as tornou impossibilitadas de recuperar sua atividade de transpiragdo inicial
quando reirrigadas (Figura 3).

Em plantas de Khaya senegalensis, com procedencia de sanavas e K. Ivorensis, de
floresta, Okali & Gladys Dodoo (1973) em seus estudos obteveram dados que indicaram que
em ambas as espécies a transpiragdo também diminuiu com a intensidade do estresse hidrico,
e que embora a transpiragdo tenha sido superior na K. senegalensis do que em K. ivorensis
quando o solo se encontrava na capacidade de campo, com o estresse a transpiragdo de K.
ivorensis foi superior a de K. Senegalensis, demonstrando alta similaridade com os resultados
encontrados nesse estudo (Figura 3). Esta relagéo foi observada também por Fu et al. (2010),
quando estudava plantas de P. euphratica € P. Russkii na qual os resultados refletiram as

condicdes de déficit de dgua ao fechamento estomatico e a baixa transpiragéo foliar.
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Figura 3. Fotossintese (A) e transpirago (E) em H. courbaril (®) e H. stigonocarpa (0). Plantas ndo estressadas
(E0), plantas estressadas por 13 dias (E13), 26 dias (E26) e plantas reidratadas por dois dias (RD2) e quatro dias
(RD4). Momento da reidratagdo (A ). As barras mostram 0 erro padrio.

A H courbaril reduziu sua transpiraciio em até 93%, enquanto a H. stigonocarpa em
60% apo6s 26 dias de estresse (Anexo II). Os resultados para H. courbaril corroboram com 0s
resultados obtidos anteriormente pelos autores Gongalves et al. (2009) em que apés 21 dias de
supressdo hidrica as plantas de Carapa guianesis reduziram em 89% sua transpiragdo.

Enquanto que as respostas da H. stigonocarpa sao coerentes com oS resultados encontrados
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por Liberato et al. (2006) que ao estudarem plantas de Minquartia guianensis observou
redugdo em apenas 50% da transpiragdo em 25 dias de estresse.

Como consequéncia da redugfio da taxa de transpiragdo, condutancia estomatica
ocasionadas pela elevada diminui¢do do potencial hidrico (Figura 4) e contetdo relativo de
dgua nas folhas, as taxas da atividade fotossintética liquida (A) foi severamente afetada em
ambas as espécies, com agravante para espécie H. courbaril, expressando valores proximos a
zero quando se encontrava com deficiéncia hidrica de vinte e seis dias (Figura 1). A
diminui¢fo da fotossintese em fungfo do potencial hidrico (Figura 4) tem sido relatada por
diversos autores (Keenan, 2010; Costa & Marenco, 2007; Bell, 2007; Gongalves et al., 2009).

As andlises de regressdo mostraram que as variaveis de trocas gasosas diminuem com
a diminui¢do do potencial hidrico (Figura 4). Isso se deve a influéncia do potencial hidrico
sobre a A, g; e E em que foi relativamente intensa para a H. stigonocarpa que, apesar do
estresse, se manteve com valores superiores em relagio a espécie H. courbaril, cujos valores
extremamente negativos, observados no 26° dia, proporcionaram um elevado decréscimo na
fotossintese liquida condutdncia estomatica e na transpiracdo demonstrados pela maior

inclinagfo nas linhas de regressdo (Figura 4).
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A anilise de regressdo entre as varidveis A, gs e E tiveram relagdo linear positiva. Foi

observado que quanto maior a condutincia estomatica maior a transpiragdo e fotossintese,

relagio similar observada pelas outras duas, em que a medida que a planta aumentava sua

transpiracdo  taxa de fotossintese se elevava (Figura 5).

A complexidade da estrutura dos tecidos para uma lenta perda de dgua controlada

parcialmente por varios dias, ¢ caracterizada através de grandes mudangas na expresséo de

genes (Bartels et al., 1990, 1992) e pela acumulagdo de SUC (proteinas transportadora de

sacarose) e outros solutos (Bianchi et al., 1991, 1992), com finalidade de proteger as
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Figura 5. Resposta da fotossintese liquida (A) em
fungdio da transpiragdo (E) — a, e condutdncia
estomatica (gs) — b, e relagdo entre E e gs em H.
courbaril () e H. stigonocarpa (0).

estruturas celulares contra danos

ocasionados pela seca induzida (Ingram
& Bartels, 1996).
Em nosso estudo, apesar da
reducdo, em todas as varidveis analisadas,
o tempo de estresse ndo foi suficiente
irreversibilidade  fisiolégica,

para a

embora a espécie H. courbaril tenha sido profundamente afetada, demonstrando uma alta

plasticidade. As mudas dessa espécie conseguiram recuperar de forma significativa a E, gs e

250
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Pw,, somente apds decorrido quatros dias de reidratagdo. A fotossintese ¢ o CRA ndo foram
recuperados significativamente, mas apresentaram valores préximos ao inicial (Anexo 10).
Plantas jovens de C. guianensis recuperam as trocas gasosas em quatro dias, com excecao
para a taxa de A e potencial hidrico que foram recuperados somente apos oito dias de
reidratagiio (Gongalves, 2009). Periodo de recuperagio ainda maior foi encontrado por Ngugi
(2004) em mudas de E. argophloia que no prazo de dez dias recuperou seu ¥'wam € trocas
gasosas, enquanto que a E. cloeziana teve um prazo maior que duas semanas, devido a
maioria das folhas apresentar necroses durante a recuperagio, favorecendo a queda de folhas.
Por outro lado, H. stigonocarpa, dentro de dois dias de reidratagdo, conseguiu
recuperar seu potencial hidrico e sua transpiragdo (Figura 1 e 3), e com quatro dias retomou
sua gs ¢ A (Figura 2 e 3). Resultados semelhantes a essa rapida recuperagdo foram
evidenciados em plantas de Stryphnodendron adsiringens, que obteve apés 48h total

recuperacio (Rocha & Moraes, 1997).

CONCLUSOES

A H courbaril é mais suscetivel ao estresse hidrico quando comparada a H.
stigonocarpa no periodo de 26 dias.

Ambas as espécies recuperam a maioria dos pardmetros fisiolégicos analisados
ap6s a reidratago, apesar da H. stigonocarpa apresentar maior rapidez em sua recuperagao.

Esses resultados evidenciam uma maior resisténcia da H. stigonocarpa a

ambientes sujeitos ao estresse hidrico.
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ANEXOS

Anexo I. Propriedades quimica e fisicas do solo na profundidade de 0-20 cm.

ANALISE QUIMICA
pH N MO P K Na Ca
H20 % g'kg mg/dm3
5,0 0.17 11.08 1 33 14 0.8
Cat+Mg Al Cu Mn Fe Zn
cmolC/dm3 mg/kg
1.2 0.8 1.4 25 171.5 2.5
ANALISE GRANULOMETRICA
Aréia grossa Areia fina Silte Argila total
gkg
392 380 108 120

Anexo II. Potencial hidrico antemanhi (¥'Wam), conteido relativo de agua (CRA), conduténcia estomatica (gs),
fotossintese liquida (A) e transpiragdo (E) para as espécies H. courbaril e H. stigonocarpa. Plantas com 100% de
capacidade de campo (E0), plantas estressadas com 13 dias (E13), 26 dias (E26) e plantas reidratadas com 2 dias
(RD2) e 4 dias (RD4). Os valores apresentados sdo as médias e erro padréo de todas as medicoes. As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (P<0.05). Letras mindsculas comparam valores
entre as linhas, enquanto que as maitisculas comparam entre as colunas.

Genotipo Varidviel E0 E13 E26 RD2 RD4
H. courbaril -0.4 £ 0.02 aA -0.90 4 0.03 bB -2.50+ 0.09 bC -1.04 £0.10 bB -0.60 £ 0.02 bA
Wam (Mpa)
H. stigonocarpa -0.4+0.03 aA -0.56 £0.04 aA -0.94 £ 0.07 aB -0.40+0.01 aA -0.40+0.03 aA
H. courbaril 82.0=0.20 bA 63.20 £ 0.44 bC 3870+0.51 bE 57.40+0.42 bD 73.90 £ 0.50 bB
CRA (%)
H. stigonocarpa 843 +0.30 aA 78.30+0.31 aC 63.20+0.78 aD 81.20+0.43 aB 82.50=0.20 aB
H. courbaril 201.0=5.10 aA 92.00 £3.70 bC 26.00+:240bD  146.00+2.30 aB 196.00 = 2.40 aA
g (mmol m? st
H. stigonocarpa 166.0 £2.40 bA 110.00 £3.20aC 66.00+240aD  146.00+4.00 aB 172.00 £ 3.70 bA
H. courbaril 7.7+0.20aA 3.20+0.10bC 0.50£0.10 bD 3.50+0.20 bC 6.60 £ 0.40 aB
A (umol m?s™)
H. stigonocarpa 6.7 +0.20 aA 4.60+0.20aC 2.80+£0.10aD 5.60 = 0.20 aB 6.10=0.20 aAB
H. courbaril 49+0.10 aA 2.10+ 0.06 aB 0.30=0.04 bC 2.60+0.07 bB 4,60 =022 bA
£
H. stigonocarpa Gtk eniger )
4.1+027bA 2.50+0.06 aB 1.60 £ 0.07 aC 3.70£0.10 aA 3.90£0.27 bA

As médias seguidas pela mesma letra nfio diferem estatisticamente entre si. Letras mintsculas comparam valores
entre as linhas, enquanto que as maitisculas comparam entre as colunas. As médias foram comparadas utilizando-se o
teste de Tukey (P<0.05).



CAPITULO II

RESPOSTAS BIOQUIMICAS DE PLANTAS JOVENS DE Hymenaea courbaril L. E
Hymenaea stigonocarpa Mart. SUBMETIDAS A DEFICIENCIA HiDRICA E
REIDRATACAO

Resumo — O objetivo do estudo foi investigar as respostas bioquimicas ocasionadas pelo déficit hidrico em
plantas jovens de Hymenaea courbaril e H. stigonocarpa. As medigdes bioquimicas foram realizadas no inicio
do experimento, aos 13 e 26 dias decorrido o estresse hidrico, no qual as plantas foram reidratadas se repetindo
as analises apos dois e quatro dias. A redutase do nitrato teve sua atividade reduzida em 56% para a A. courbaril
e 30% em H. stigonocarpa, decorrido 26 dias de estresse. No mesmo periodo, ambas as espécies aumentaram a
concentragdo de sacarose em 18%, com uma diminui¢do de 52 e 29% do contetdo de amido e proteinas soluveis
totais, respectivamente. As taxas de carboidratos soltveis totais, aminoacidos livres totais, prolina e glicina-
betaina tiveram aumento significativo a partir do décimo terceiro dia nas duas espécies alcangando valores,
respectivos, de 1.8, 1.7, 2.6 e 2.0; 2.6, 1.5, 2.6 e 1.5 vezes maior que o0 status hidrico inicial. Somente as
concentragdes dos carboidratos e prolina foram readquiridas para H. courbaril. Todavia, a H. stigonocarpa, com
exce¢do da redutase do nitrato, conseguiu recuperar as variaveis bioquimicas apés quatro dias de reidratagdo.
Portanto, a H. stigonocarpa, devido a recuperagéo da maioria de suas caracteristicas bioquimicas, exerce maior

adaptabilidade em relagio ao estresse hidrico.

Termos para indexagdo: Hymenaea courbaril, H. stigonocarpa, estresse hidrico, ajustamento osmético, espécie

arborea.
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CHAPTER II

ANSWERS BIOCHEMISTRY OF SEEDLINGS OF Hymenaea courbaril L. AND
Hymenaea stigonocarpa Mart. SUBMITTED WATER STRESS AND REHYDRATION.

Abstract — The purpose of this study was to investigate the biochemical responses caused by
drought in seedlings of Hymenaea courbaril and H. stigonocarpa. The biochemical
measurements were performed at baseline, at 13 and 26 days elapsed drought stress, thereafter
the plants were rehydrated repeating the analysis after two and four days. The nitrate
reductase activity was reduced by 56% for H. courbaril and 30% in H. stigonocarpa, after 26
days of stress. In the same period, both species increased the concentration of sucrose in 18%,
with a decrease of 52 and 29% of starch content and total soluble proteins, respectively. The
rates of total soluble carbohydrates, total free amino acids, proline and glycine-betaine had a
significant increase from the thirteenth day reaching values in the two species, respectively,
1.8, 1.7, 2.6 and 2.0, 2.6, 1.5, 2.6 and 1.5 times greater than the initial water status. Only the
concentrations of carbohydrates and proline were repurchased for H. courbaril. However, H
stigonocarpa, with the exception of nitrate reductase, biochemical variables was able to
recover after four days of rehydration. Therefore, H. stigonocarpa due to the recovery of most
of its biochemical characteristics, has greater adaptability in relation to water stress.

Index terms: Hymenaea courbaril, H. stigonocarpa, water stress, osmotic adjustment, tree
species.
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INTRODUCAO

Os fatores que mais interferem no crescimento vegetal ¢ luz, temperatura, agua e
nutrientes. Geralmente, qualquer tipo de estresse ¢ medido em relagao a sobrevivéncia das
plantas, ao crescimento, a produtividade (Ferreira & Milani, 2002; Taiz & Zeiger, 2004) ou
processos assimilatérios primarios como a absorgdo de CO; € nutrientes (Taiz & Zeiger,
2004). Dentre os fatores, a 4gua exerce uma indispensavel funcéo no metabolismo vegetal.

A necessidade em resistir a deficiéncia hidrica leva a planta a desenvolver
mecanismos morfofisiolégicos, que as conduzem a economizar agua para uso em periodos
posteriores (McCree & Fernandez, 1989) levando assim as plantas a atingirem a produgéo de
sementes.

De acordo com Ludlow & Muchow (1990) a redugdo no conteudo de dgua no solo
causa significativa variagfio na distribuigdo e desenvolvimento radicular, podendo mudar o
periodo de disponibilidade e a quantidade de agua disponivel para as plantas. Desta forma,
nem toda a 4gua que o solo armazena ¢ disponivel a elas (Carlesso, 1995).

Apesar de muitas plantas possuirem um sistema de sobrevivéncia a desidratagdo, o que
define sua permanéncia no campo € o grau de deficiéncia hidrica (Hoekstra et al., 2001) e,
dependendo dos mecanismos desenvolvidos para resistirem a seca, as plantas so classificadas
em espécies que escapam da seca (rapido desenvolvimento fenologico); espécies que toleram
a seca com alto potencial hidrico (adiam a desidratagdo, como se estivessem economizando
para periodos posteriores); e espécies que toleram a seca com baixo potencial hidrico (toleram
a desidratacfo) (Turner, 1997). Sendo assim, algumas espécies de plantas sdo mais tolerantes
a0 estresse, outras bem menos. A medida que a planta tolera, ela se torna aclimatada, porém
ndo adaptada, segundo Taiz e Zeiger (2004) a adaptagdo se refere a um nivel de resisténcia
geneticamente determinado, adquirido por processos de sele¢do durante muitas geracoes.

A manutencio de potencial de 4gua durante o déficit hidrico pode ser alcangada por
ajuste osmoético (Niu et al., 1993). O acumulo de solutos osmoticamente ativos nas células
~ faz com que o potencial osmotico e o potencial hidrico da planta abaixem mais rapidamente
que o do solo, aumentando o gradiente de potencial hidrico (Turner & Jones, 1980).

Assim, 0 ajustamento osmético permite que o crescimento celular ocorra sob um
potencial hidrico que geralmente seria inibidor de tal condigdo. Ele também auxilia a
manutencdo da abertura estomatica e o funcionamento do aparelho fotossintético, permitindo

que este opere mesmo em condi¢des de baixo potencial hidrico (Turner, 1997).
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Os metabolitos que aumentam a tolerancia a deficiéncia hidrica incluem os agicares
soltiveis, aminoacidos, 4cidos orginicos e lipideos (Guy, 1990). Entre os solutos,
osmoticamente compativeis e mais conhecidos, destacam-se: a prolina, glicina-betaina,
proteinas soltiveis, agticares e outros compostos nitrogenados (Koyoro, 2005).

Na maioria das plantas, a sacarose € o principal agucar exportado dos locais de sintese
(folhas) para as regides de consumo (caule, gemas vegetativas, raizes e 6rgaos reprodutivos)
onde sera utilizada para o crescimento e/ou armazenamento. As hexoses liberadas a partir da
hidrolise de sacarose podem ser utilizadas em processos anabdlicos ou catabdlicos e também
fornecendo agticares redutores para o processo de ajustamento osmético. (Kingston-Smith et
al., 1999).

Inicialmente, atribuiu-se aos solutos compativeis o papel principal no ajuste osmético,
porém alguns estudos tém sido relacionados com outras possiveis fungdes (SERRAIJ e
Sinclair, 2002). O actmulo destes solutos por si s6 ndo pode ser completamente responsavel
pela tolerdncia osmoética, mas as vias que regem os mecanismos de tolerancia s&o moduladas
por estes fatores (Hasegawa et al., 2000).

Dentre os solutos envolvidos no processo de ajustamento osmotico, a prolina tem
aparecido na literatura como sendo um aminoacido particularmente sensivel ao estresse
(Martinez & Moreno, 1992; Larcher, 2000). O acimulo pode representar um mecanismo de
sobrevivéncia ao periodo de estresse, em fungdo de um melhor ajustamento osmoético
induzido por esse aminoacido. Além de ajuste osmotico outros papéis sdo exercidos pela
prolina como a protecfio da integridade da membrana do protoplasma (Mansour et al., 1998) e
¢ utilizada como uma fonte de carbono e nitrogénio ( Peng et al., 1996).

Assim como a prolina, a glicina-betaina é distribuida amplamente nas plantas, se
constitui de uma combinagio de amonio quaterndrio, que em condi¢des ambientais de estresse
hidrico aumenta sua sintese. A indu¢io de acimulo desta substancia pode ser correlacionado
com o nivel de tolerncia do vegetal (Rhodes & Hanson 1993; Chen & Murata, 2008).

O estresse hidrico também afeta intensamente o metabolismo do nitrogénio nas
plantas, o que acarreta diminui¢do na sintese de proteinas e acumulagéo de aminoacidos,
amonia e poliaminas livres (Rabe, 1993). Junto as proteinas, os lipideos sdo os componentes
mais abundantes nas membranas e realizam um papel na resisténcia das células vegetais aos
estresses ambientais (Kuiper, 1980; Suss & Yordanov, 1986). Para Sahsah et al. (1998) a
estimulaco de atividades lipoliticas é maior em plantas sensiveis a seca que em plantas
tolerantes. Caldwell & whitman (1987) constataram que a deficiéncia hidrica quando extrema,

causa alteracdes na associagiio entre lipidios e proteinas de membrana como também na
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diminuicio na atividade de enzimas e capacidade de transporte de substéncias (Caldwell e
Whitman, 1987).

Logo, as respostas das plantas quando submetidas a deficiéncia hidrica € o que vdo
determinar o seu nivel de tolerincia & seca (Mitra, 2001). A tolerdncia ou sensibilidade de
espécies de planta para condi¢des hidricas extremas ¢ de importéncia decisiva para sua
utilizagdo em plantios de recuperacdo florestal (Auble et al., 1994; Wassen et al., 2002).
Assim, o objetivo desse trabalho foi investigar as respostas bioquimicas em duas espécies

florestais sob condi¢des de estresse hidrico e reidratacéo.

MATERIAL E METODOS

Local e conducio experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo pertencente ao Instituto de
Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA), em Belém/PA,
entre 0s meses de marco a setembro de 2011. Cento e cingiienta mudas das espécies
Hymenaea courbaril L. e H. stigonocarpa Mart foram adquiridas, no viveiro da Associagéo
das Industrias Madeireiras do Estado do Pard (AIMEX), localizada no municipio de
Benevides/PA, quando apresentavam um més de idade. As mudas foram transplantadas para
vasos de polietileno contendo 18 kg de Latossolo Amarelo de textura média, previamente
peneirada para retirada das impurezas. A correcdo do solo foi realizada dois meses antes do
transplantio com 1,8 g de calcario dolomitico por vaso e o teor de macronutrientes e
micronutrientes foram corrigido pela aplicagdo de 5:7,5:10 g de NPK e 0,135 g de FTE BR12
por vaso de acordo com a necessidade da planta a partir dos teores apresentados pela analise
quimica e granulométrica do solo realizado pela EMBRAPA Amazonia Oriental.

As plantas foram mantidas em ambiente com iluminagéo natural em que a média de
radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA) foi de 1130 pmol m? s atingindo temperaturas
diurnas de 23 a 37 °C com umidade relativa do ar entre 60,5 a 80%. Decorridos cinco meses
da aclimatac#o, cingiienta mudas de cada espécie foram selecionadas para compor os cinco
grupos experimentais: E0) zero dia, inicio do experimento (plantas sem estresse hidrico); E13)
13 dias (plantas com 13 dias de estresse); E26) 26 dias (plantas com 26 dias de estresse), em
que a partir desse momento outros dois grupos que estavam em estresse sofreram reidratagéo
por dois (RD2 — plantas com 26 dias de estresse e 2 de reidratagdo) e quatro dias (RD4 —

plantas com 26 dias de estresse e 4 de reidratagdo). Cada grupo teve dois tratamentos: plantas
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submetidas ao déficit hidrico e; plantas periodicamente irrigadas. Todas foram dispostas em
bancadas através de um delineamento inteiramente casualizado, no qual cada tratamento foi
composto pelas duas espécies com cinco repetigdes.

A cada dois dias os vasos com as plantas foram pesados em uma balanga digital para
verificacio da quantidade de dgua perdida por evapotranspiragdo e, posteriormente,
adicionados os volumes a fim de manter a capacidade hidrica de todos os grupos.

As respostas ao déficit hidrico foram avaliadas nos dias 0, 13 e 26, e as respostas a
reidratagio foram medidas no 2° e 4° dia depois do dia 26 correspondendo ao 28° e 30° dia
apo6s a diferenciagdo dos tratamentos. As coletas destrutivas foram realizadas entre 9:00 e
10:00 h da manhd. Com o material ainda fresco foi realizada a determinagéo da atividade da
redutase do nitrato. Apés a coleta, as folhas foram levadas para secagem em estufa de
circulagdo de ar a 65 °C. Apés 72 h na estufa, o material seco foi moido e acondicionado em
frascos hermeticamente fechados até o momento das analises. As respostas do comportamento

das mudas foram avaliadas por meio das seguintes determinagdes:

Determinacio da atividade da redutase do nitrato (RN)

Foram pesados, aproximadamente, 200 mg de discos das folhas de 0,5 cm de
didmetro. As amostras foram colocadas em tubos de ensaio, contendo 5 mL do tampao fosfato
0,1 M, pH=7,5; contendo isopropanol 1% (v/v), KNO; mM) e estes cobertos com papel
aluminio (tratamento escuro). Em seguida, os tubos foram submetidos a vacuo com o auxilio
de uma bomba de vacuo, durante 2 min. Em seguida, os tubos foram colocados em “banho-
maria” a 30 °C, por 30 minutos, na auséncia de luz. Em tubos de ensaio tipo pirex, foram
adicionados aliquotas de 1 mL de tampéo fosfato + 2 mL do extrato diluido + 1,0 mL de
sulfanilamida 1% + 1,0 mL de N-1- naftiletilenodiamina dicloridrato (NNEDA) 0,02%,
totalizando um volume final de SmL. Em seguida, os tubos foram deixados em repouso por
15 min. A leitura foi feita no espectrofotometro a 540 nm tendo como branco (3,0 mL de
tampdo fosfato + 1,0 mL de sulfanilamida 1% + 1,0 mL de NNEDA, 0,02 %). O resultado da
atividade da redutase do nitrato foi estimado através da produgdo de NO; no meio de reagao,
sendo expressa em mmoles de NO, . g.MF". H', a partir de uma curva-padrdo obtida com
KNO; p.a (Sigma). O método empregado foi o0 método in vivo preconizado por (Hageman &
Hucklesby, 1971).
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Determinacio das concentragdes de amido

Foi feita uma extracio etanolica de 50 mg da massa seca das folhas em 5,0 mL de
etanol 80%, por 30 min a 80° C), depois foi promovida uma nova extragdo com 5,0 mL de
HClO4 30% por 30 min a 25 e Apobs serem juntados os extratos, foram levadas para
centrifuga (2000 rpm por 10 min) e coletados os sobrenadantes. Estes de cada extragao foram
juntados e aferidos ao volume para 10 mL com 4gua destilada para obtengao do extrato total.
Nos tubos de ensaio foram colocados 100 mL do sobrenadante + 400 mL de HO destilada e
agitando-se em vortex, adicionando-se 0,5 mL de fenol 5% e agitando no vortex, logo depois
foi adicionado uniformemente e de uma unica vez no Centro do tubo (com pipeta graduada)
2,5 mL de H,SO4 concentrado ¢ novamente agitado os tubos em vortex € levado apo6s 20 min
de repouso ao espectrofotometro a 490 nm. Para o calculo das concentragdes de amido
utilizou-se uma curva-padrdo de glicose € 08 resultados expressos em mmol de GLU/g de

residuo. O método utilizado foi segundo (Dubois et al., 1956).

Determinaciio das concentracdes de carboidratos soliveis totais (Csr)

Foram pesados 50 mg de massa seca (MS) das folhas, e colocadas em tubos de ensaio
de 15 mL e homogeneizados com 5 mL de agua destilada e colocados em banho-maria por 30
min a 100 °C. Os tubos supracitados foram retirados do “banho-maria” e levados para
extragdo das amostras através da centrifugacdo em centrifuga de bancada (1.000 rpm) durante
10 min, em que, dos sobrenadantes coletados, retirou-se uma aliquota de 100 mL (realizando
o teste de dilui¢fo) junto com 400 mL de H,O em tubos de ensaio e sob agitagdo vigorosa e
homogeneizagdo através do vortex. Depois disso foram adicionados 0,5 mL de fenol 5%
agitando novamente no vortex e adicionado uniformemente e de uma Gnica vez no centro do
tubo (com pipeta graduada) 2,5 mL de H,SO, concentrado. Assim, foram agitados os tubos
colocados na bancada para repouso por 20 min sendo feita sua leitura no espectrofotometro a
490nm, tendo como o branco a utilizacdio de agua destilada (em substitui¢do ao extrato) +
reagentes, que foram colocados na proporgdo de 0,5 mL de agua destilada + 0,5 mL de fenol
5% + 2,5 mL de HySO4. Para o calculo das concentracdes de carboidratos soluveis totais
utilizou-se uma curva-padrfo de glicose e 0s resultados foram expressos em mmol de

glicose/g MS. Para isso, utilizou-se 0 método descrito por (Dubois et al., 1956).
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Determinacio das concentracdes de proteinas solaveis totais (Pst)

Foram colocados em tubos de ensaio de 15 mL, 100mg de p6 da matéria seca (MS)
das folhas em 5,0 mL do tampdo de extragdo (Tris-HCI 25mM pH 7,6). Em seguida os tubos,
devidamente lacrados, ficaram sobre o processo de agitagdo durante 2 h no “shacker”. Apds
esse processo, os tubos foram centrifugados em centrifuga de bancada (2000 rpm por 10 min).
Em seguida, foram colocados nos tubos de ensaios 100 mL do sobrenadante apés a
centrifuga¢do + 2,5 mL do reagente de Bradford. Apds esse processo, os tubos manualmente
foram agitados delicadamente (para néo desnaturar as proteinas). Com 15 min de repouso as
leituras foram realizadas no espectrofotdmetro a 590 nm, contra o branco que encerra 100 mL
de dgua + 2,5 mL do reagente de Bradford. As concentragdes de proteinas soliveis totais
foram estimadas a partir da curva-padrdo construida com soro albumina bovina p.a (Sigma).
Os resultados foram expressos em mg proteina/g MS. As concentragdes de proteinas soluveis

totais foram determinadas segundo o método de (Bradford, 1976).

Determinagio das concentracdes de aminoacidos livres totais (AALT)

Foram pesados 50 mg das folhas, e colocados em tubos de ensaio com 5 mL de agua
destilada, fechados hermeticamente e incubados em banho-maria a 100 °C, durante 30 min.
Em seguida, os tubos foram centrifugados a 6.000 rpm, por 10 min. Apds a extrag@o o
sobrenadante foi coletado e desenvolvido a reago para dosagem dos aminoacidos. Aliquotas
de 0,1ml do extrato foram colocadas em tubos de ensaio e acrescidas de 0,4 mL de agua
destilada. Em seguida 0,250 mL de uma solug@o tamponada, pH 5,0, contendo 0.2 mol.L” de
citrato; 0,250 mL do reagente de ninhidrina (KCN 0,1 mmol. L' e ninhidrina 5% em methoxy
etanol) foi adicionado. Ap6s misturar bem em vortex 0S tubos foram hermeticamente
fechados e colocados em “banho-maria”, no qual permaneceram pelo tempo de 15 min a
temperatura de 100 °C. Em seguida, a reagéo foi interrompida em banho de gelo, momento
em que foram adicionados 1,5mL de uma solugdo de etanol 50% (v/v). Apds os tubos
permanecerem por 20 min em temperatura ambiente foram efetivadas leituras em
espectrofotdmetro, a 570 nm, sendo os teores de aminoacidos livres totais, determinados com
base em uma curva padrio ajustada a partir de concentragbes crescentes de uma mistura
padronizada de L — glutamina Aminoacidos € 0s resultados foram expressos em pmol de
mfvAA/g MS. A concentragio de aminodcidos livres totais (AA_T) foi determinada segundo

método descrito por Peoples et al.,1989.
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Determinacio das concentragdes de sacarose

Foram pesados 30 mg de massa seca das folhas, e homogeneizadas em tubos de
eppendorf de volume de 2,0 mL contendo 1,5 mL de solugdo de MWC (metanol, cloroférmio
e 4gua; 12:5:3 v/v/v), e agitado em “shacker” durante 30 min a temperatura ambiente. O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 min e coletado o sobrenadante, € 0s
residuos foram novamente extraidos com igual volume de MCW, seguindo-se uma nova
centrifugacdo e coleta dos sobrenadantes, na qual os mesmos foram reunidos para obtengdo
do extrato total. A cada 2,0 mL do sobrenadante adicionou-se 0,5 mL de cloroféormio e 750
mL de agua destilada, seguindo-se sob agitagdo e centrifugagéo (2.000 rpm, por 10 min) para
a separagdo da fase aquosa. Apds esse processo foi retirada com uma pipeta de Pasteur a
fracsio aquosa metandlica (superior) e transferida para tubos de ensaio, os quais foram levados
a0 banho-maria e aquecidos a 35 °C por um periodo de 30 a 45 min para evaporagdo do
cloroférmio residual e entfio foi determinado o volume restante. A quantificagdo da amostra
foi realizada tomando-se aliquotas de 100 mL da fase aquosa adequadamente diluida
adicionando 100 mL de KOH 30%. Apods vigorosa agitagdo a mistura foi aquecida a 100 °C
por 10 min e, apos resfriamento, foi adicionada imediatamente 3,0 mL de solucdo de antrona
0,2%, em é4cido sulfirico e a mistura ficou sob agitagao e aquecida a 40 °C por 20 min. Apos
resfriamento, agitou-se as amostras por 10 segundos e foram realizadas as leituras em
espectrofotdmetro a 620 nm. Para os calculos, uma curva padrio de sacarose foi preparada e
os resultados foram expressos em mg de sacarose/g MS. A determinagdo das concentragdes

de sacarose foi determinada segundo o método (Van Handel, 1968).

Determinacio das concentragdes de prolina

Foram pesados 50 mg de massa seca das folhas (MS) em pé e, em seguida, levados
para tubos de ensaio de 15 mL e adicionados 5SmL de 4gua destilada e colocados em “banho-
maria” durante 30 min a 100 °C. Apos a extragdo, as amostras foram centrifugadas durante
20minutos em centrifuga de bancada (1.000 rpm), logo apds 0 processo de centrifugagao, foi
retirado 1 mL do sobrenadante coletado de cada amostra e transferido imediatamente para os
tubos de ensaios, nos quais foram adicionados + 1,0 mL de ninhidrina 4cida + 1,0 mL de
4cido acético glacial (99,5%) (os tubos foram fechados hermeticamente) agitados em vortex €
colocados novamente em “banho-maria” a 100 °C por 1 h. Depois de entdo, a reagdo com
banho de gelo e adicionado 2,0 mL de tolueno e agitado vigorosamente em vortex por 20 s (o

tolueno extraiu a substincia cromofora formando um complexo colorido (roseo para
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vermelho). Assim que atingiu a temperatura ambiente, realizou-se 0 processo de aspiraragdo
com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de pléstico a fase ndo-aquosa (cromoforo + tolueno =
parte superior). Efetivou-se a leitura em espectrofotdmetro a 520 nm usando tolueno como
branco. As concentragdes de prolina foram determinadas a partir da curva-padrdo com L-
prolina p.a (Sigma) sendo os resultados expressos em mmol prolina/g MS. Para isso, utilizou-

se 0 método descrito por (Bates; Waldren; Teare, 1973).

Determinaciio das concentrag¢des de glicina-betaina (GB)

Foram transferidos 25 mg de massa seca das folhas para tubos eppendorf de 2 mL,
sendo adicionados 2 mL de 4gua destilada e agitados por 4 h no “shacker” a 23 °C (extrac@o a
frio), e centrifugados a 10.000 rpm por 10 min a 25 °C, apés a centrifugacdo, foi coletado o
sobrenadante para obtenciio do extrato aquoso e descartado o precipitado. No eppendorf de 2
mL adicionou-se 250 mL do extrato aquoso + 250 mL de H2SO4 2 N (dilui¢do da amostra
1:2) e os eppendorfs permaneceram durante 1h no banho de gelo (na geladeira - de 0 a 4 HCh
e adicionado 200 mL de KI-I2 gelado, mantido durante 16 h a 0 °C (banho de gelo na
geladeira — 0 a 4 °C). O processo de centrifugagdo foi de 15 min, 10.000 rpm a B2C.
Eliminou-se o sobrenadante. Foi lavado o precipitado 2 vezes com 2 mL de HoSO4 1 N gelado
com centrifugagdes por 5 min, 10.000 rpm, 0°C para cada lavagem. Apos as lavagens, foi
dissolvido o precipitado em 3 mL de 1,2-dicloroetano, agitado vigorosamente e, realizadas
dilui¢des 1:6 (diluigdo para a curva) ou testadas outras maiores (1:12, 1:24 ou 1:48 para as
amostras - a diluicio vai depender da quantidade de glicina-betaina precipitada). Assim,
depois de 2 a 2,5 h de descanso, as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 365 nm,
usando-se agua destilada + reagentes, como branco. Durante todo o ensaio as amostras foram
mantidas entre as temperaturas de 0 a 4 °C. Para os calculos, uma curva padrdo de glicina-
betaina foi preparada e os resultados foram expressos em pg de glicina-betaina.g’1 MS. O

método utilizado foi segundo (Grieve & Grattan, 1983).

Analise dos dados

A analise de varidncia entre os fatores foi realizada utilizando-se o GLM do Software
estatistico MINITAB 14 (2004) e ASSISTAT 7.6 (2011), enquanto as diferen¢as entre as
médias foram segregadas com testes multiplos de Tukey. As analises de regressdo nas

variaveis analisadas foram realizadas por meio do programa estatistico MINITAB 14 .
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores das varidveis bioquimicas tiveram alteragdes em fungio da disponibilidade
hidrica. Apos o fim do estresse (26 dias) houve a retomada da irrigagio, na qual os valores das
plantas estressadas comegaram a assumir valores mais proximos ao status hidrico inicial,
porém esses valores ndo expressaram uma recuperacdo significativa da maioria das variaveis
no decorrer dos quatro dias de reidratagdo (Anexo I).

Dentre as varidveis analisadas a sacarose, amido e proteinas soluveis totais (Psr),
tiveram um diferencial que foi a auséncia de integracdo significativa nas espécies vs. tempo
(Anexo II), apesar de demonstrarem alteragdes de suas concentragdes nas espécies ao longo
do periodo experimental (Anexo III).

O declinio dos valores da Redutase do Nitrato (RN) para ambas as espécies, ocorreu,
efetivamente, apds os vinte e seis dias de estresse hidrico. Nesse periodo, a H. courbaril
reduziu a RN a mais da metade da atividade inicial e apds quatro dias de reidratacdo
recuperou aproximadamente 74%. Enquanto que a H. stigonocarpa teve uma redugdo inferior
a outra espécie de 0.85 a 0.59 pmol de NO,.g¢MF ' h' a0 vigésimo sexto dia de estresse, e
uma recuperagdo de 85% com apenas dois dias de reidratacdo (Figura 1).

Assim, a redutase do nitrato, principal enzima responsavel pela assimilagdo de
nitrogénio pelas plantas, pode ter sua atividade influenciada pela disponibilidade de agua
(Sharma & Dubey, 2005), podendo ser utilizada como pardmetro indicativo aos estresses
ambientais (Carelli et al, 1991; Oliveira et al., 2005).

Em nosso estudo a menor atividade da RN foi observada para a espécie H. courbaril
quando submetida & baixa condig@o hidrica, evidenciando apos vinte e seis dias redu¢do em
mais de 50%, fato também observado na H. stigonocarpa, porém em menor intensidade
(Anexo I). O déficit hidrico também afetou mudas de gergelim (Sesamum indicum) cultivadas
em casa de vegetagdo, que apos seis dias submetidas ao estresse teve redugio da atividade da
RN mais acentuada em comparacdo ao nosso estudo equivalente a 80,95%, apesar dela ser
considerada resistente a seca (Souza et al., 2000).

Marur et al (2000) ao estudar duas cultivares de algodoeiro também observaram uma
sensibilidade da atividade da RN ao estabelecimento do estresse hidrico, na qual em
potenciais hidricos extremamente negativos reduziu a atividade da enzima. Por outro lado, em
plantas de Campomanesia sp. submetidas ao estresse hidrico foi observado que a atividade
enzimatica nas duas primeiras semanas sob estresse foi similar aos resultados obtidos quando

as plantas foram irrigadas diariamente. Esses resultados apontam para o fato de que pode ter
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havido certa adaptagdo da atividade da enzima apos determinado periodo de deficiéncia
hidrica (Oliveira et al, 2011). Estes resultados também foram constatados em plantas de milho
por Ferreira et al. (2002), que ao estudar o metabolismo do nitrogénio associado a deficiéncia
hidrica demonstrou que a atividade da enzima redutase do nitrato em milho néo diferiu entre o

tratamento de stress hidrico e o controle.
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Figura 1. Atividade da redutase do nitrato (RN) em H. courbaril e H. stigonocarpa em fungdo do tempo. Plantas
ndo estressadas (EQ), plantas estressadas por 13 dias (E13), 26 dias (E26) e plantas reidratadas por 2 dias (RD2) e 4
dias (RD4). Os valores apresentados sdo as médias e erro padrio de todas as medigdes.

No entanto, na maioria dos trabalhos com espécies vegetais, como soja (Chen & Sung,
1983), girassol (Tankha & Gupta, 1992), trigo (Singh & Usha, 2003) e feijdo (Costa, 1999) a
atividade da RN ¢ reduzida quando submetidas a deficiéncia hidrica. Por esse motivo, se
sugere que o déficit hidrico diminui a atividade dessa enzima em virtude da diminui¢do do
fluxo de 4gua pela corrente transpiratoria e com isso também o fluxo de nitrato para as folhas,
uma vez que essa enzima ¢ altamente dependente de seu substrato (Taiz & Zeiger, 2004).

As concentragdes de amido tiveram uma diminuicdo quando submetidas ao estresse
hidrico em ambas as espécies (Figura 2). A queda dos valores ocorreu a partir dos treze dias e
se tornou mais acentuada no E26 (Figura 3). A H. stigonocarpa durante os quatro dias de
reidratagdo quase retomou sua concentragdo inicial, enquanto a outra espécie se manteve

 distante da recupera¢do com valor inferior de até 42% (Anexo III).
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Estudos realizados por Grisi (2006) também evidenciaram variagdes nos teores de
amido o qual se mostraram responsivas ao déficit, uma vez que decréscimos na sua
concentragdo ocorreram aos quatro e seis dias apos a supressdo da agua para as mudas de café

Siriema e Catuai, respectivamente.
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Figura 2. Concentracdo de amido em H. courbaril e H. stigonocarpa. Os valores apresentados sdo as médias e
erro padrio de todas as medigdes.
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Figura 3. Concentracdo de amido em AH. courbaril e H. stigonocarpa em fungfio do tempo. Plantas ndo

estressadas (E0), plantas estressadas por 13 dias (E13), 26 dias (E26) e plantas reidratadas por dois dias (RD2) e
quatro dias (RD4). Os valores apresentados sdo as médias e erro padrio de todas as medigdes.
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Tem sido observada, em diversos estudos, uma forte correlagdo entre o aumento na
atividade das enzimas responséaveis pela hidrolise do amido e o acumulo de agucares em
plantas submetidas a baixa disponibilidade de agua. Quando polissacarideos de reserva sao
mobilizados, o produto da hidrélise, freqiientemente, é a sacarose, principal agucar de
transporte em plantas. Para que 6rgdos em crescimento (drenos) possam metabolizar essa
sacarose, se torna necessaria sua degradagéo (Martim, 2003).

A continua redugéo hidrica aumentou as concentra¢des de Csr (Figura 4). Os valores
de Csr para H. courbaril obtidos entre o primeiro e o vigésimo sexto dia de medida estiveram
entre 1,21 € 2,24 mmol de glicose.g”’ MS (Anexo I). Apés a reidratagdo, os valores extremos
alcancados no momento méximo do estresse, declinaram atingindo 1,45 mmol de glicose:.g'1
MS, demonstrando uma retomada da concentragdo inicial (EQ). O aumento da taxa de Csr da
H. stigonocarpa foi mais acentuado (p=0.05) que a H. courbaril aos vinte e seis dias de
estresse registrando valores de 2,78 mmol de glicose.g” MS, aproximadamente 3 vezes do
valor das plantas com 100% da disponibilidade hidrica. Apesar da elevada variagéo conseguiu
recuperar significativamente seus valores iniciais em quatro dias de reidrata¢do (Figura 4).

Resultado semelhante a este foi encontrado por Chaves Filho (2001), no qual a
dosagem dos teores de carboidratos soltiveis em folhas de S. lycocarpum, demonstrou que os

niveis desses compostos aumentaram significativamente em resposta ao estresse hidrico.
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Figura 4. Concentragdes de carboidratos soliveis totais (Cst) em H. courbaril e H. stigonocarpa em fungdo do

tempo. Plantas nio estressadas (EQ), plantas estressadas por 13 dias (E13), 26 dias (E26) e plantas reidratadas por
dois dias (RD2) e quatro dias (RD4). Os valores apresentados sdo as médias e erro padréo de todas as medigdes.



51

Pimentel (1999) em estudo realizado com dois hibridos de milho, também observou
aumento gradativo no teor de carboidratos com trinta dias de deficiéncia.

Esses resultados sio explicados pelo fato do estresse hidrico afetar a utilizagdo de
carboidratos, por alterar, basicamente, a eficiéncia com que os fotoassimilados sdo
convertidos para o desenvolvimento de partes novas na planta. Essa condigfo ocasiona
mudangas na divisdo dos carboidratos no interior da planta, condicionando-as a
desenvolverem mecanismos de adaptagiio e resisténcia (Jordan, 1983). Certos carboidratos
que podem servir como solutos compativeis, mantendo o potencial hidrico pelo ajuste
osmético (Nepomuceno et al. 2001).

O teor de carboidratos soluveis totais também foi modificado em diversas espécies de
plantas sob deficiéncia hidrica, que em virtude do estresse o amido ¢ degradado a agucares
soluveis redutores (Pimentel & Rossiello, Kramer,1995).

As Pst também tiveram redugdes significativas em suas concentragdes quando as
plantas de H. courbaril e H. stigonocarpa foram submetidas a deficiéncia hidrica (Figura 5),
com redugfo mais acentuada na espécie H. courbaril (Figura 6). Apo6s 26 dias de suspenséo
da irrigacdo as plantas de H. courbaril e H. stigonocarpa apresentavam 73 e 70% de suas
proteinas com recupera¢do apos quatro dias de 93 e 85%, respectivamente, atraveés da
reidrata¢do (Anexo III). Foi observado também diminui¢do quantitativa em algumas proteinas
apds cinco dias para o gendtico CM-2000 e sete dias para os genotipo CM-94/99 de gréo-de-
bico sob tensdo hidrica (Bibi et al, 2009), os demais genétipos avaliados ndo sofreram

alteragdes.
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Figura 5. Concentra¢do de proteinas soliveis totais (Psy)-c em H. courbaril e H. stigonocarpa. Os valores
apresentados sdo as médias e erro padréo de todas as medigdes.
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Segundo Parida (2007) ao avaliar o mecanismo de tolerdncia a seca em dois gendtipos
de algodoeiro no decorrer de sete dias observou aumento no teor de proteinas em ambos 0s
genotipos, mas a concentragdo desta substancia foi mais alta no genétipo sensivel quando
comparado ao genoétipo moderadamente tolerante.

O estresse hidrico induzido com diminui¢do do teor de proteina soltveis totais.
também tem sido encontrada em plantas de Carthamus mareoticus por Abdel-Nasser e Abdel
(2002) e em folhas de duas variedades de milho, na qual a diminui¢do na concentragdo de
proteinas foi maior na cv. 704 que na cv. 301 (Mohammadkhani & Heidari, 2008).

Esse resultado deve-se provavelmente ao aumento das enzimas proteoliticas que
degradam protefnas em aminodcidos, envolvidos no ajustamento osmoético. A protedlise é
uma atividade celular importante para manter a homeostase das proteinas. A protedlise
aumentada em resposta ao estresse € observada freqiientemente (Ramanjul e Sudhakar, 1997;
De Wald et al., 2001) e interpretada como uma forma de eliminar proteinas danificadas

provocadas pelo estresse (Davis & Vierstra, 1996).
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Figura 6. Concentracdo de proteinas soluveis totais em H. courbaril e H. stigonocarpa em fun¢do do tempo. Plantas
ndo estressadas (E0), plantas estressadas por 13 dias (E13), 26 dias (E26) e plantas reidratadas por dois dias (RD2) e
quatro dias (RD4). Os valores apresentados séo as médias e erro padriio de todas as medicdes.

A variagdo dos AArde H. courbaril ocorreu de 49,16 a 84,17 umol de AA.g'1 MS até
0 ultimo dia de estresse (E26), com oscilagdes significativas dentro desse intervalo (Figura 7).
A partir dai apresentou, com a reidratagdo, valores decrescentes, mas ndo atingiu uma

concentragdo relevante em relagio as plantas em EQ. Mudancas semelhantes ocorreram em H.
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stigonocarpa, na qual, teve um aumento de 20,51 umol de AA.g"' MS do EO ao E26,
resultado inferior ao encontrado em H. courbaril de 35,01 pmol de AA.g_l MS (Anexo I). A
menor reducdo conferiu a H. stigonocarpa uma recuperacio superior a H. courbaril que, ao
contrario, ndo restabeleceu seus valores iniciais com a reidratag@o (Figura 7).

O aumento nos teores de aminoacidos também foi evidenciado entre hibridos de milho
apos seis dias de estresse (Pimentel, 1999) e nas espécies de parica, inga, clitoria e tachi apos
doze dias de cultivo sob deficiéncia hidrica induzida. Foi observado em todas as quatro
espécies no tratamento seco, um aumento nos teores desse soluto quando comparados com o0s
teores dos tratamentos Umidos, mesmo nas espécies inga e tachi, que ndo tiveram grandes
redugdes de seus potenciais de base, foi observado acumulo de aminoéacidos, sugerindo que
essas espécies responderam a deficiéncia de dgua no solo acumulando fotoassimilados como

conseqiiéncia na redugdo do potencial hidrico interno (Oliveira, 2005).

100
aA
g 75
4 aB
bp T
b
& 30
<
°
E
=
<
= 25
0

E26 RD2
Tempos (dias)

W A courbaril B H. stigonocarpa

Figura 7. Concentra¢@es aminoacidos soliveis totais (AAst) em H. courbaril e H. stigonocarpa em fungdo do
tempo. Plantas néo estressadas (E0), plantas estressadas por 13 dias (E13), 26 dias (E26) e plantas reidratadas
por dois dias (RD2) e quatro dias (RD4). Os valores apresentados sdo as médias e erro padrdo de todas as
medigdes.

O papel que os aminoéacidos desempenham nas plantas sob estresse hidrico, seria o de
atuar como fonte de nitrogénio e carbono prontamente utilizaveis ap6s o término do estresse

além de provavelmente ter funcdo no ajuste osmotico (Turner, 1997).
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O déficit hidrico afetou significativamente (p<0.05) as concentragdes de sacarose nas
duas espécies (Figura 8). Os niveis dessa substincia também sofreram alteragdes no decorrer
do tempo experimental (Figura 9), evidenciados pelo aumento de 10 e 24% no E13, a partir
dai atingiu valores ainda maiores 41 e 44% para H courbaril e H. stigonocarpa,
respectivamente (Anexo III). Com RD2 os valores se mantiveram relativamente iguais ao do
E26, se distinguindo somente com quatro dias de reidratagdo, mas ainda assim ndo obtiveram

os valores das plantas inicialmente irrigadas (Anexo III).
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Figura 8. Concentragdo de sacarose em H. courbaril € H. stigonocarpa. Os valores apresentados sfo as médias e
erro padrio de todas as medigdes.
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Figura 9. Concentragido de sacarose em H. courbaril e H. stigonocarpa em fungiio do tempo. Plantas nio

estressadas (EO0), plantas estressadas por 13 dias (E13), 26 dias (E26) e plantas reidratadas por dois dias (RD2) e
quatro dias (RD4). Os valores apresentados sdo as médias e erro padrio de todas as medigdes.
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Diferenca significativa no aumento desse agticar também foi observada em mudas de
café entre os tratamentos irrigados e ndo irrigados apds quatro dias para mudas de Siriema e
doze para as de Catuai (Grisi, 2006). Esses resultados corroboram com os encontrados por
Praxedes (2003), avaliando os efeitos do déficit hidrico no metabolismo fotossintético de
quatro clones de Coffea canephora Pierre cv. Conilon observou que quando o potencial
hidrico foliar na antemanhd (Ww,m) decresceu para valores em torno de —3,0 MPa, estresse
hidrico severo, houve redugdo na fotossintese liquida, provocada, principalmente, pelo
fechamento dos estdmatos e um aumento na concentragio foliar de sacarose nos clones
tolerantes a seca.

Exemplos de outras espécies sdo as plantas, como Craterostigma plantagineum e
Spinacea oleracea, que aumentam a sintese de sacarose durante o déficit hidrico (Ingram &
Bartels, 1996).

Uma forte correlagdo entre o acimulo de agucares e a tolerdncia ao estresse osmotico
foi relatada extensamente, incluindo experiéncias com plantas transgénicas como a soja
(Glycine max) (Streeter et al., 2001) e Arabidopsis thaliana (Taji et al., 2002). Assim a
sacarose, como principal aglcar exportador, aumentou seu teor para suprir regides de
consumo ou armazenamento, uma vez que a fotossintese tende a diminuir com o déficit
hidrico.

O aumento da taxa de prolina foi evidente desde os treze dias de estresse, se
acentuando no vigésimo sexto dia em ambas as espécies (Figura 10). Apesar da H.
stigonocarpa ter uma concentragéo de prolina significativamente menor, alterando de 1,32 a
3,52 umol de prolina.g™ MS, que a H. courbaril, alterando de 1,87 a 4,88 umol de prolina.g-1
MS, o acréscimo nas concentragdes de prolina nas duas espécies foi igual de,
aproximadamente, 2,6 vezes maior que a inicial. Ambas as espécies recuperam suas
concentragdes apos reidratagdo (Figura 10).

O actmulo de prolina sob tensdo em muitas espécies de planta foi correlatada com
tolerdncia a deficiéncia hidrica, e sua concentragdo normalmente é mais alta em plantas
tolerantes que em plantas sensiveis ao estresse (Ashraf e Foolad, 2007).

Oliveira Neto (2008) trabalhando com sorgo sob deficiéncia hidrica observou que
nessa condig@o provocou um acréscimo significativo nas consideracdes de prolina apds 15
dias de estresse hidrico. Resultados semelhantes ocorreram em plantas de feijdo, na qual a
reducdo de 4gua no tecido foliar diminuiu os teores de prolina (Lobato et al, 2008).
Corroborando com esses resultados Ronde et al. (2000) detectaram que a diminuigdo do

indice de dgua provocou aumento progressivo nos niveis de prolina em seis diferentes
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cultivares de algodoeiro. O acimulo maximo de prolina em condigdes de seca ocorreu em 11
dias sem agua.

Apesar de varios trabalhos indicarem uma alta correlagdo entre o acimulo de prolina e
o aumento da tolerdncia a seca, outros sugerem que o acumulo € simplesmente um efeito do

estresse (Delauney & Verma, 1993; Madan et al., 1995).
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Figura 10. Concentragdo de prolina em H. courbaril e H. stigonocarpa em fungio do tempo. Plantas néo
estressadas (E0), plantas estressadas por 13 dias (E13), 26 dias (E26) e plantas reidratadas por dois dias (RD2) e
quatro dias (RD4). Os valores apresentados sdo as médias e erro padréo de todas as medigdes.

A acumulagfo desse aminodacido € resultado do aumento no fluxo de glutamato, que €
metabolizado pela Pirrolina-5-Carboxilato Sintetase (P5CS), enzima que regula a taxa de
biossintese de prolina (Hare & Cress, 1997), bem como de um decréscimo em seu
catabolismo (Stewart et al., 1977). Ocorre amplamente em plantas mais altas e normalmente
acumula grandes quantidades quando submetidas a tensdes ambientais (Ozturk e Demir,
2002; Hsu et al., 2003; Kavi-Kishore et al., 2005).

Os resultados obtidos em relagdo a Glicina-Betaina apresentaram valores elevados
com o aumento do nivel de estresse (Figura 11). A espécie H. courbaril teve acréscimo de
4,14 e 8,63 g de glicina-betaina.g” MS, no seu valor inicial de 8,22 pg de glicina-betaina.g™
MS, com treze e vinte e seis dias de estresse, respectivamente. Enquanto que a H.
stigonocarpa teve acréscimo de 1,95 e 3,24 ug de glicina-betaina.g” MS, em seu valor inicial

de 5,5ug de glicina-betaina.g” MS, no E13 e E26, respectivamente (Anexo I). Com a
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retomada da irrigagdo as concentragdes comegam a decrescer, registrando valores de até 10,46
ug de glicinal—betainuc-l.g'l MS para H. courbaril e 6,25 ug de glicina-betaina.g'l MS para H.
stigonocarpa, no entanto apenas esta ultima espécie obteve significancia a EO (Figura 11).
Alteragdes na concentragio de glicina-betaina também foram observadas por Sarwar et
al. (2006) ao investigarem a variabilidade genotipica de seis cultivares de algodoeiro sob
condigdes de déficit hidrico. A glicina-betaina também melhorou a tolerancia ao déficit de
dgua em todas as fases do ciclo de desenvolvimento de transgénicos de milho devido ao

aumento do acumulo de GB (Quan et al., 2004).
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Figura 11. Glicina-betaina (GB) em H. courbaril e H. stigonocarpa em fungdo do tempo. Plantas ndo
estressadas (EO0), plantas estressadas por 13 dias (E13), 26 dias (E26) e plantas reidratadas por dois dias (RD2) e
quatro dias (RD4). Os valores apresentados sdo as médias e erro padrdo de todas as medi¢des.

Conhecida por se acumular em respostas a tensdes hidricas na tentativa de desenvolver
adaptacdes para evitar a perda de agua (Ashraf & Foolad, 2007), a glicina-betaina teve suas
concentragdes também elevadas em plantas submetidas a deficiéncia hidrica tais como as
espécies de sorgo (Oliveira neto, 2008), girassol (Iagbal, 2008), cenoura (Fallon & Phillips,
1989) e Cevada (Ladyman, 1980).

As alteragdes nas concentragdes de GB provavelmente sdo devidas, segundo Sakamato
& Murata (2002), nfio s6 por esta substincia agir como um osmoregulador, mas também por

estabilizar as estruturas e as atividades de enzimas do complexo de proteina, ¢ manter a
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integridade de membranas contra os efeitos prejudiciais de diferentes estresses abidticos, além
de proteger segundo Larher et al. (1996) os processos fisiologicos como fotossintese e sintese
de proteina dos resultados de déficit de 4gua e outras tensdes.

Quando a irrigagdo foi retomada em todas as plantas estressadas, os parimetros
avaliados tiveram suas concentragdes readquiridas em dire¢do as concentracdes de seu status
hidrico inicial, porém nem todos os pardmetros foram recuperados significativamente (Anexo
I e IID). '

Embora a deficiéncia hidrica tenha alterado as concentragdes de todos os solutos
estudados, apés a reidratagdo eles voltaram ao estado normal, evidenciando que o periodo de

deficiéncia hidrica (26 dias) ndo causou um estresse irreversivel (plastico).

CONCLUSOES

As concentragdes da RN, amido e Py decrescem quando as plantas das duas espécies
estudadas sofrem restrigdo hidrica durante vinte e seis dias.

As concentragdes de AAgrt, Csr, sacarose, prolina e GB aumentam quando as plantas
sdo submetidas & deficiéncia hidrica durante vinte e seis dias, promovendo com isso, o
ajustamento osmotico das espécies estudadas.

O periodo de reidratagdo estudado ndo ¢ suficiente para a recuperagio total das

concentragdes de todos os solutos estudados.
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CONCLUSOES GERAIS

Esses resultados parecem fornecer evidéncias da adaptagio das plantas no
desenvolvimento ~ de  processos contra  condigdes ambientais  desfavoraveis,
sugerindo que o potencial hidrico, as trocas gasosas e o conteudo dos solutos podem ser
aumentados ou diminuidos em um processo maior de adaptago, principalmente para a
espécie H. stigonocarpa.

Os resultados observados nesse estudo poderio ser utilizados como um dos critérios na
selecdo dessas espécies vegetais para a tolerdncia 4 seca. No entanto, ha a necessidade de se
estabelecer para a H. stigonocarpa, o nivel de estresse a ser aplicado para que o

comportamento fisioldgico e bioquimico dessa espécie possa expressar um nivel mais critico.
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Anexo 1. Teste F da varidvel sacarose, amido e proteinas soltveis totais (Pgy) nos cinco tempos experimentais
courbaril e H. stigonocarpa (F1).

Varidvel F.V F
Espécie (F1) 151, 77%%
sacarose Tempo (F2) 37.19%*
Int. FI1xF2 1.69™
Espécie (F1) 18.71%*
Amido Tempo (F2) 30.02%*
Int. FIxF2 1.23™
Espécie (F1) 33,779
Proteina Tempo (F2) 14, 10%**
Int, FI1xF2 1.06™

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0.01). ns ndo significativo (p >= 0.05)

Anexo IIl. Teores de sacarose, amido e proteinas soltveis totais (Pgr) nos cinco tempos experimentais nas
espécies de H. courbaril e H. stigonocarpa. Plantas nfo estressadas (E0), plantas estressadas por 13 dias (E13),
26 dias (E26) e plantas reidratadas por 2 dias (RD2) e 4 dias (RD4). Os valores apresentados sdo as médias e
erro padrdo de todas as medigoes.

Espécie Variavel E0 E13 E26 RD2 RD4
H. courbaril
- 24.93+097 27.65+0.84 3521+ 1.31 3313+ 1.16 28.75+ 099
Sacarose (mg de sacarose.g’' MS)
H. stigonocarpa
18.65 + 0.80 23234092 27.01 £0.65 2526+ 125 22,88+ 0.60
H. courbaril g i : Sai ABaads
Amido (mmol de GLU.g” de residuo) Ba7+ 90 lE£0.09 ol i wl 6 R
H. stigonocarpa i
0.30+0.006 0.23+0.08 0.17+0.06 0.16x0.14 0.27+0.09
d 240+ 0.026 1.88+0.011 1.76 £0.015 1.95 + 0.007 2240011
+ s i 00015 R k] ! Lo Y
Py (mg de proteina.g”! MS) ' ‘
H. stigonocarpa
2.04+0.016 171 +£0.014 1.43+0.012 1.71 £0.012 1.74 £ 0.010

Anexo IV. Concentragéo de sacarose, amido e proteinas solaveis totais (Psy) em H. courbaril e H. stigonocarpa
em plantas estressadas e irrigadas. Os valores apresentados sdo as médias e erro padrio de todas as medigdes. As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Espécie

Varidvel

Irrigada

Estressada

H. courbaril

H. stigonocarpa
H. courbaril
H. stigonocarpa
H. courbaril

H. stigonocarpa

Sacarose (mg de sacarose.g” MS)

Amido (mmol de GLU.g"' de residuo)

Py (mg de pruteina.g" MS)

2446+ 1,10 aA

19.54 + 1.59 bA

0.29+0.02 aA

0.30+0.02 aA

265+0.17 aA

2.10 £ 0.25 bA

2993+ 1.30aB

2341+ 1.12bB

0.19+0.03 aB

022+ 0.01 aB

2.05+033 aB

1.72+£0.28 bB
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