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RESUMO

RESPOSTAS ECOFISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE PLANTAS JQVENS
DE Hymenaea courbariL. E H. stigonocarpaMart. SUBMETIDAS A
DEFICIENCIA HIDRICA E REIDRATACAO

O suprimento de agua para uma espécie resulta@agies que se estabelecem ao longo do sistema
solo-planta-atmosfera. Quando a quantidade de alyservida é maior que a quantidade transpiradarmtepl
passa a sofrer deficiéncia hidrica que pode ocasionaumentar da tensdo negativa no vaso xilematico
resultando em mudancas nas relacdes hidricasimdfiena capacidade fotossintética associada com as
alteragBes no metabolismo do carbono e do nitrogéDi objetivo do trabalho foi investigar os efeitis
deficiéncia hidrica e reidratagdo nos aspectosldigicos e bioquimicos em plantas jovenstdecourbail e H.
stigonocarpa O experimento foi conduzido em casa de vegetpe@encente ao Instituto de Ciéncias Agrarias
(ICA) da Universidade Federal Rural da Amaz6niaR4l;, em Belém/PA. Cinqlenta muda de cada espécie em
estudo foram transplantadas para vasos de palietdentendo 18 kg de Latossolo Amarelo de textuédian
Apb6s cinco meses de aclimatacdo, as medi¢cdes aamesios fisiolégicos e bioquimicos foram realizada
sendo uma no inicio do experimento, 13 e 26 diés apsuspensao hidrica. Nesse Ultimo momento atapla
foram reidratadas por dois e quatro dias. A espétiecourbaril reduziu sua transpiracdo, fotossintese,
condutancia estomatica, potencial hidrico e comte@thtivo de agua apos 26 dias em 93.8, 93.5, 82B e
52.8%, respectivamente em relagdo ao status hihial. Enquanto que no mesmo periodd.astigonocarpa
apresentou reducgdo da transpiracdo, fotossintesdutincia estomatica, potencial hidrico e conteétativo
de até 60.9, 31.3, 60.2, 135 e 25%, respectivamdnitas as espécies apods quatro dias de reidratacéo
conseguiram recuperar a maioria de suas caratasisisiologicas, com exce¢do do contelido relafie@gua
para ambas e da fotossintese para a esp&cisurbaril. Similar as mudancas fisioldgicas, os aspectos
bioguimicos também foram afetados, como por exengpledutase do nitrato teve sua atividade redumida
56% para ad. courbarile 30% enH. stigonocarpadecorrido 26 dias de estresse. No mesmo peréamdoas as
espécies aumentaram a concentracdo de sacarosg¥gntdm uma diminuicdo de 52 e 29% do conteudo de
amido e proteinas solUveis totais, respectivaméygdaxas de carboidratos sollveis totais, amimiéclivres
totais, prolina e glicina-betaina tiveram aumergmificativo a partir do décimo terceiro dia nasadiespécies
alcancando valores, respectivos, de 1.8, 1.7, 2.6;2.6, 1.5, 2.6 e 1.5 vezes maior que o stdtlrgco inicial.
Somente as concentracdes dos carboidratos e proliaen readquiridas pardl. courbaril. Todavia, aH.
stigonocarpacom excecao da redutase do nitrato, conseguipeear as variaveis bioquimicas apés quatro dias
de reidratacdo. PortantoHa stigonocarpadevido a recuperagéo da maioria de suas casatas bioquimicas
e fisioldgicas, exerce maior adaptabilidade emcBelaao estresse hidrico, o que a torna mais patereite
recomendada para ambientes com restricdes hidapasar d&l. courbaril apresentar alta plasticidade a esse
ambiente.

Termos para indexacgao:potencial hidrico, trocas gasosas, ajustamento timm@spécie arbdrea, tolerancia a
seca.



ABSTRACT

ECOPHYSIOLOGICAL BIOCHEMICAL RESPONSES OF PLANTS AN D YOUNG
A Hymenaea courbariL. AND H. stigonocarpaMart. SUBMITTED TO
WATER STRESS AND REHYDRATION

The water supply for a species is the result @rattions that take place over the soil-plant-apheee.
When the amount of water absorbed is greater tharamount transpired the plant suffers from watesss
which may lead to increasing tensions negativemywessel, resulting in changes in water relati@fiected in
photosynthetic capacity associated with changdéisammetabolism of carbon and nitrogen. The objeatif/this
study was to investigate the effects of water steex rehydration in physiological and biochemaspects in
young plants of. courbailandH. stigonocarpaThe experiment was conducted in a greenhousadielp to
the Institute of Agricultural Sciences (ICA) of tRederal Rural University of Amazonia (UFRA) in Bel / PA.
Fifty changes of each species under study weresgtanted to pots containing 18 kg of polyethyleredlov
Latosol of medium texture. After five months of he@atization, measurements of physiological and
biochemical parameters were performed, one at #gnhing of the experiment, 13 and 26 days after th
suspension fluid. In the latter when the plantsenthydrated by two and four days. The spekliesourbaril
reduced their transpiration, photosynthesis, stahtanductance, water potential and relative wedetent after
26 days 93.8, 93.5, 87.0, 525 and 52.8%, respégtommpared to the initial water status. While le tsame
period H. stigonocarpadecreased transpiration, photosynthesis, stonwamtluctance, water potential and
relative content of up to 60.9, 31.3, 60.2, 135 ahkéb respectively. Both species after four dayeebfydration
were able to recover most of their physiologicareltteristics, except for the relative water contenboth and
photosynthesis dfl. courbaril. Similar to changes in physiological, biochemiaspects were also affected, for
example, nitrate reductase activity was reduce8&@# forH. courbaril and 30% inH. stigonocarpaafter 26
days of stress. At the same time, both speciasctease the concentration of sucrose in 18% witbcaease of
52 to 29% of the content of starch and solubleginst respectively. The rates of total soluble chylrates,
free amino acids, proline and glycine betaine haigaificant increase from the thirteenth day irthbspecies
reaching values, respective, 1.8, 1.7, 2.6 and26),1.5, 2.6 and 1.5 times greater than theainitater status.
Only the concentrations of carbohydrates and peolvere repurchased fdf. courbaril However, H.
stigonocarpaexcept nitrate reductase, was able to recovehbiogal variables after four days of rehydration.
Therefore H. stigonocarpadue to the recovery of most of their biochemiaad @hysiological characteristics,
exerts greater adaptability in relation to wateess, which makes it potentially recommended fatirenments
with  water restrictions, despiteH. courbarii show high plasticity in this environment.

Index terms: water potential, gas exchange, osmotic adjustniiex@,species, drought tolerance.
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CONTEXTUALIZACAO

O clima do nosso planeta é ciclico. Ha os ciclogariangos, de séculos, provocados
pela atividade solar, os ciclos médios, de décguasocados pela Oscilacdo Decadal do
Pacifico (ODP) e os ciclos curtos, de meses, panl@@eloEl Nifio, que causa um déficit de
precipitacédo pluviométrica no norte e leste da Aine (Hackbart, 2008).

A média de precipitacdo na regido amazobnica € 66 &8n anuais, porém esse valor
ndo é uniforme em toda a regido (Fisch, 1996). @dosl climatoldgicos utilizados na
classificagdo climatica do Estado do Par4d demanstrena maior deficiéncia hidrica no
interior da regido Nordeste e Sudoeste do Estadaieres valores de deficiéncia nas regides
Este e Noroeste 0 que corresponde a aproximadamB¥iedo territério durante o periodo
seco. Devido a esses fatores mais da metade destéle da regido sofre estiagens anuais que
duram de julho a novembro. Mesmo apés varias sanseguidas sem chuva, continuam
verdes, umidas e imunes ao fogo, sdo as chamaldamsstbs de raizes profundas”, pois
atraveés de suas raizes consegue capturar, durs@ta,aagua estocada a mais de 10 metros de
profundidade. Mas se a estiagem for muito proloaga®mo acontece durante o evento
climatico El Nifio, o solo profundo também ficard seco, impedindoagigizes se abastecam
de agua (Embrapa, 2001).

O suprimento de agua para uma espécie resultatel@gdes que se estabelecem ao
longo do sistema solo-planta-atmosfera, o qualtéraénado pela habilidade da planta em
utilizar a agua armazenada no solo, enquanto ardtam@a atmosfera, por outro lado, esta
relacionada a combinacédo dos fatores meteorologitesagindo com o dossel vegetativo da
cultura (Carlesso, 1995).

O déficit de agua aumenta a tensédo negativa dmajlevidenciados por mudancas
nas relacdes hidricas refletindo nas alteracfepmbaessos fisiologicos e bioquimicos, o que
pode afetar as plantas de modos diferentes a depdadliversas caracteristicas inerentes a
cada vegetal. Em ambientes de seca moderada daspktravés de sua arquitetura foliar
podem regular a perda de agua e a captacdo quégarmanutencao do conteudo relativo
de agua nas folhas, possibilitando uma pequena mpadaa capacidade fotossintética que
esta associada com as alteracbes no metabolism@arbono e do nitrogénio (Cornic &
Massacci, 1996; Mwanamwenge ef 4b99).

Em regides com diferentes caracteristicas de ckmsolo, vem sendo utilizadas
medicbes de trocas gasosas em plantios florestaes gvaliar as respostas primarias de
produtividade dessas espécies diante as variagdesmsl e sazonais (Waring & Landsberg,
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2011). O principal mecanismo de controle das trgesosas € 0 movimento estomatico nas
plantas superiores. Para a maioria das espécidechamento estomatico ocorre apos
reducdes da disponibilidade hidrica do solo (TaiZd&ger, 2004). A reducdo das trocas
gasosas promovida pela deficiéncia de agua altergprocessos bioquimicos através da
diminuicdo da capacidade da planta em formar prasepara seu crescimento bem como
reduz a produgdo de amido, pois a atividade darssedosfato sintase é diminuida, sob
déficit de agua (Kramer & Boyer, 1995). A plantab £ssas condi¢cdes desfavoraveis, passa a
reduzir a producdo de carboidratos através do gsocéotossintético, dos quais parte é
utilizada para armazenamento (Souza et H)82). Assim, a planta passa a acumular
compostos organicos como 0s agucares sollUveis eodaanilos, responsaveis pelo
ajustamento osmotico em condi¢cdes de déficit adr& prolina € um composto muito
expressivo na osmorregulacédo dos tecidos vegethimetidos ao estresse (Lawlor & Leach,
1985). Enquanto varios aminoacidos sao conhecidose acumular em funcdo da tensao
osmatica, a prolina tem um papel protetor especHijgarentemente dentro da adaptagédo das
células das plantas com restricdo hidrica (Hana#.,1986) e parece ser o osmorregulador
organico preferido dentre muitas plantas. O acunuéssa substancia no tecido vegetal,
primariamente ligada a diminuicdo do conteudo irgatle agua, resulta da diminuicdo da
sintese ou degradacao das proteinas (Taiz & Z&lgé4; Kerbauer, 2008).

O comportamento vegetal anormal observado pelasraglies bioquimicas e
fisiologicas resultantes do estresse hidrico paeravertido através da reidratacdo, que
dependendo do periodo de deficiéncia, proporcioma wecuperacdo das caracteristicas
fotossintéticas e atatushidrico inicial que estdo diretamente ligados asedwenho das
atividades bioquimicas. Em plantas #&nquartia guianensis a recuperacdo da taxa
fotossintética apds 21 dias de estresse se deeismias (Liberato et al2006), diferente das
respostas d€arapa guianensis e a recuperacao se deu em oito dias. No entardcepta
mesma espécie as taxas de transpiracdo e con@dugstocmatica se deram no quarto dia. A
taxa de recuperacdo da condutancia estomaticaeocde maneira mais rapida que a taxa
fotossintética (Gongalves et al., 2009), Esse cotap@nto confirma o fato dos estdmatos
atuarem como eficiente mecanismo de entrada dg f&a manter elevada concentracao
desse gas dentro da célula para ser utilizadaseabiaquimica da fotossintese, o que explica
uma resposta tardia do processo fisiologico emtggasubmetidas a reidratacdo (Lawlor,
2002).

Aspectos como esses mostram a relevancia de $eaamos fatores intrinsecos a

ambientais relacionados a fisiologia das arvoreazémicas. Se as mudancas climéticas e a
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destruicdo das florestas tropicais continuarem asrtexas atuais (aproximadamente 22.000
kmz2. and") (Laurance et gl 2004), provavelmente os produtos madeireirososebdidos de
florestas secundarias ou de plantios. Entretaréio, se sabe como espécies de diferentes
estadios sucessionais na floresta amazonica resgune estas variagbes ambientais de
deficiéncia hidrica.

As estratégias que as plantas normalmente desemvopara conter a seca S&o
constituidas de uma mistura de mecanismos de noiatdEssas estratégias de tolerancia
envolvem respostas fisiologicas e bioquimicas iatedj considerando que as estratégias que
envolvem caracteristicas morfolégicas podem dedemwse a longos prazos (McCue &
Hanson, 1990).

Portanto, mudancas fisiolégicas e bioquimicas, ttaesn o0 foco dessa pesquisa, a
qual tem como objetivo compreender a relacdo exrsreespostas fisioldgicas e bioquimicas
em folhas de plantas jovens de duas espécies tlmeslymenaea courbarile H.
stigonocarpa submetidas a deficiéncia hidrica e reidratacéo, apesar de pertencerem ao
mesmo génerondo se sabe a relacdo das respostas comportasngodo ambas as
espécies sdo submetidas ao mesmo ambiente conmiliipgade hidrica limitada.

O géneradHymenaegossui 14 espécies ocorrentes em regides tromcaibtropicais
(Lee & Langenheim, 1975). Entre as espécies arba@eampla distribuicdo encontram-se a
Hymenaea CourbariL. e Hymenaea stigonocarpilart. ex Hayne, pertencentes a familia
Leguminosae e subfamilia Caesalpinioideae (Lord@82; Almeida et al., 1998).

A H. stigonocarpa, popularmente conhecida como jatoba-do-cerrado wiai,
(Carvalho, 2007) é uma leguminosa arborea secuntiadia (Durigan & Nogueira, 1990) de
ocorréncia comum em ecossistemas de cerrado el&erpaasileiro (Correa, 1984; Lorenzi,
1992; Almeida et al., 1998). Ocorre, naturalmeatae,solos secos e, em solos de fertilidade
quimica baixa, mas sempre em terrenos bem drenados,necessidade de precipitacdo
pluvial média anual variando entre 760 mm a 1.8@0(@arvalho, 2007).

E uma planta decidua, helitfita e seletiva xerof@aas arvores variam de 6 a 15
metros de caule liso com ramos inermes, velutineoglabrescentes (Almeida et al., 1998).
As folhas contém peciolos de 6-13 cm, tomentosra)dineos; foliolos opostos, 4,7-2,3 cm
x 10,8-5,3 cm, concolores, coriaceos, oblongos,e bassimétrica, apice geralmente
arredondado, face adaxial tomentosa, face abaridkiplo-punctada; pecidlulo de 1 mm.
Inflorescéncias racemosas, terminais com bradia®s com calice turbinado-campanulado,
velutineo, quatro sépalas concrescidas, esverdeealata creme, pétalas oboval-oblongas,

subiguais, livres; ovario glabro (Martins, 2009).
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Com flores hermafroditas apresentam um sistemaepeducdo predominante de
cruzamentos, polinizacdo quirépterofilia, disperdédipo barocoria e zoocoria das sementes
permitindo uma alta diversidade genética (Moraed.eR007). Os frutos séo do tipo legume
nucoide, curtoestipitado, muricado, glabro, casteanrermelhado (Martins, 2009). Robustos,
os frutos variam entre 10-20 cm de comprimento $6r cm de largura (Rizzini, 1971),
apresentando polpa seca, farinacea, adocicada,stiwaiee de sabor e cheiro muito
caracteristico (Rocha, 1992). A polpa € consunmdaatura e na forma de geléia, licor e
farinhas para bolo, pdes e mingaus (Rocha, 19%2a,Si995; Almeida et al., 1998). Por
produzir anualmente grande quantidade de frutda,espécie representa um papel ecoldgico
fundamental, pois serve de alimento para a faunastee (Moraes et al., 2007) sendo
recomendada para a recuperacao de areas degrgdagias,e bastante procurada pela fauna
tornando-se uma espécie apta para essas finalifddeslho, 2007).

A espécieHymenaea courbarilmais conhecida como jatoba-da-mata (Lorenzi, 2000
€ uma espécie climax, semidecidua, helidfita gngeatltura de 15-20 m, com tronco de até
1 metro de didmetro. E uma arvore de facil multasffio, ndo podendo faltar na composicéo
de reflorestamentos heterogéneos (Lorenzi, 1998)rr® desde o sul do México, até grande
parte da América do Sul, incluindo Guiana FranceSatiname, Guiana, Venezuela,
Colémbia, Peru e Bolivia (Melo & Mendes, 2005), cabundante ocorréncia na Amazonia,
chegando até a regido sudeste do Brasil (Lour¢iad.,e1979) em quase todas as areas de
matas pluviais a matas secas (Lorenzi, 2002; RixI3).

E uma espécie hermafrodita e aldgama com as argoesnedem de 10-20 m de
altura com fuste cilindrico, normalmente reto (lcaie 2000). Apresentam ramos inermes,
hirsutos. As folhas contém peciolo de 5-10 mm, tupso; foliolos 5,0-5,5 x 2,0-2,5 cm,
opostos, concolores, coriaceos, oblongos, basenétsgia, apice geralmente agudo, face
adaxial glabrescente ou glabra, lustrosa, faceiabpellcido-punctada; pecidlulo de 1 mm.
As inflorescéncias sdo racemosas, terminais cowrtdas. Flores com calice campanulado,
eglanduloso, quatro sépalas imbricadas, concrescigsverdeadas; corola alva, pétalas
imbricadas, oblongas, subiguais, livres; ovaridoglaOs frutos sdo do tipo legume nucodide,
curto-estipitado, verrugoso, lustroso, castanharres¢Martins, 2009). A polinizacdo das
flores é realizada pelos morcegos e a dispersadrdms e sementes por mamiferos, tais
como a anta, o veado, a queixada e o0 macaco-pkegengi, 2000). Os frutos contém uma
polpa que origina uma farinha muito nutritiva, aomgda tanto pelo homem como pelos

animais silvestres (Lorenzi, 1998).
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E uma arvore que produz sementes com abundanegukaridade o que favorece seu
uso comercial (Campos & Uchida, 2002), com compnimele aproximadamente 10 a 20 cm,
com diametro variando entre 4 a 6 cm (Jayaprakasath, 2007). Suas semengsesentam
dorméncia causada por impermeabilidade do tegum@ftoeida et al.,1999), que garante
maior longevidade, permitindo que germine mesmmmigld muito tempo da dispersao.
Devido a isso, devem ser submetidas, antes da damaeaa tratamento para quebrar a
dorméncia.

Da arvore € extraido Oleo essencial, taninos, m&aesinosos e pécticos, amido e
acucares, sendo as cascas e folhas utilizadasataongnto de diarréias, colicas intestinais,
cistite, tosses, bronquite e asma (Panizza, 198#) da resina que exsuda do seu tronco,
utilizada para vernizes (Loureiro et al., 1979).

A H. courbaril aparece em area com temperatura média entre 2D °&€,3solos
profundos, argilosos e bem drenados. Cresce bermoeas Umidas com precipitagdo anual
entre 1.500 e 3.000 mm onde sua deficiéncia hishdmadeve passar de 100 mm (Nappo et
al., 2005). Nao se desenvolve bem em solos inumld@arvalho, 1994), sendo pouco
exigente em fertilidade e umidade do solo, ndo pdddaltar na arborizacdo de parques e
grandes jardins além do reflorestamento (Lorerg92).

A madeira do jatoba da mata e do serrado € emmeagadonstrucao civil em vigas,
caibros, ripas, acabamentos internos (marcos dasydacos e tabuas para assoalhos), na
confeccdo de artigos para esportes, cabos de famtas) pecas torneadas, esquadrias, joias,
objetos de arte e pecas de decoracdo, bem comoismdwealto luxo. Conhecida como
Brazilian-cherry, a madeira do jatoba consta jurdm o ipé (Brazilian-walnut) e o mogno
(Mahogany) no grupo das 10 mais valiosas e negagiaddeiras do mundo.

Apesar das arvores dessas duas espécies seremmaitemnstrucdo civil e naval
(Correa, 1984; Lorenzi, 1992), devido seu crescimémto, resultando em um fuste rigido
(Lorenzi, 1992) elas também, como j& foi citada) tgilidades em ornamentagcdo e em areas
destinadas ao reflorestamento, pois além de servile alimento para a fauna nativa
(Lorenzi, 1992), servem como uma fonte de captalgi&€Q atmosférico (Phillips et al.,
2002; Malhi et al., 2002).

As hipoteses levantadas neste estudo é que ambapéxses sofrerdo igualmente com
0 estresse; e que as espécies ao final do perdodaecuperardo seu metabolismo através da

reidratacao.



10

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALMEIDA, M. J. B.; FERRAZ, I. D. K.; BASSINI, FEstudos sobre a permeabilidade do
tegumento e a germinacdo de sementes #iymenaea courbarilL. (Caesalpinioideae),
uma espécie de uso multiplo Revista da Universidade do Amazonas: Série Gaénci
Agrarias, Manaus, 8 (1-2): 63-71, 1999.

ALMEIDA, S.P.; PROENCA, C.E.B.; SANO, S.M.; RIBEIRQI.F. Cerrado: Espécies

vegetais UteisPlanaltinha: EMBRAPA-CPAC. 464p., 1998.

CAMPOS, M.A.A: UCHIDA, T.Influéncia do sombreamento no crescimento de mudas
de trés espécies amazOnicaPesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia, vi33, p.281-
288, 2002.

CARLESSO, R.Absorgcédo de agua pelas plantas: agua disponivel geis extraivel e a
produtividade das culturas Revista Ciéncia Rural, Santa Maria, v.25, n.18p-188, 1995.

CARVALHO, P.E.R. Jatoba-do-cerrado - Hymenaea stigonocarpa Circular técnica
Embrapa Florestas, Colombo, n.133, p.1-8, 2007.

CORNIC, C., MASSACCI, A. Leaf photosynthesis under drought stress. In:
Photosynthesis and EnvironmentEd. Baker, N.R. Kluwer Acad. Publs, 347-366. 1996

CORREA, M.P.Dicionério das plantas Gteis do Brasil e das exéts cultivada Rio de
Janeiro: Ministério da Agricultura/ IBDF, 1984. y#55p., 1984

DURIGAN, G.; NOGUEIRA, J. C. B.Recomposicdo de matas ciliares. Sdo Paulo:
Instituto Florestal. 14p. (IF. Série registros, 4),1990.

EMBRAPA; IPAM; WHRC. Simulando o efeito do El Nifio na Floresta Amazonica
Belém/PA. 2001. Disponivel em: http://www.ipam.trgbiblioteca/livro/Simulando-o-
efeito-do-EI-Nino-na-Floresta-Amazonica/375. Acelssam 02 de julho de 2011.

FISCH, G. Clima da Amazbnia Revista Climanalise, 1996. Disponivel em:
http://climanalise.cptec.inpe.br/~rclimanl/boletaidspl0a/fish.html. Acesso em 07 de
setembro de 2011.



10

GONCALVES , J. F. DE C., SILVA, C. E. M. DA, GUMARES, D. G.Fotossintese e
potencial hidrico foliar de plantas jovens de andioba submetidas a deficiéncia hidrica e

a reidratacéo.Pesquisa agropecuaria brasileira, Brasilia, v.44,m8-14, 2009.

HACKBART, E. Oscilacdo Decadal do Pacifice Cientistas reconstroem o clima do planeta.
2006. Disponivel em: http://www.metsul.com/secoesidiza.php?
cod_subsecao=31&cod_texto=7. Acesso em 25 de fevele2011.

HANDA S.; HANDA, A.K.; HASEGAWA, P.M. & BRESSAN, RA. Proline accumulation
and the adaptation of cultured plant cells to saliity stress Plant Physiol 80: 938-945,
1986.

IPEF-Instituto de Pesquisa e Estudos Florestagpdbivel em: <http://www.ipef.br>.Acesso
em: 08 agosto de 2011.

JAYAPRAKASAM, B. LINDO, R.L.A.; WITT, D.L.; NAIR, M.G. Terpenoids from
stinking toe (Hymenaea courbaril) frits with cyclooxygenase and lipid peroxidation
inhibitory activities . Food Chemistry., v. 105, n. 2, p. 485-490, 2007.

KERBAUER, G. B.Fisiologia Vegetal 22 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008.

KRAMER, P. J.; BOYER, J. SWVater relations of plant and soils Academic Press, New
York. 495p, 1995

LARCHER, W. Ecofisiologia vegetal Sdo Carlos: Rima. 531p, 2000.

LAURANCE, W.F.; ALBERNAZ. A.K.M.: FEARNSIDE, P.M.;.VASCONCELOQOS, H.L.;
FERREIRA, L.V.Deforestation in Amazonia Science, 304:1109, 2004.

LAWLOR, D.W. & UPRETY, D.C.Effects of water stress on photosynthesis of cro@sd
the biochemical mechanismin: Abrol YP, Mohanty P and Govindjee (eds) Plgtdhesis:
Photoreactions to Plant Productivity, p.419-44®319

LAWLOR, D.W. Limitation to photosynthesis in water-stressed leass: stomata vs.
metabolism and the role of ATP Annals of Botany, v.89, p.871-885, 2002.



10

LIBERATO, M.A.R.; GONCALVES, J.F.C.; CHEVREUIL, L.R NINA JUNIOR, A.R,;
FERNANDES, A.V.; SANTOS JUNIOR, U.MLeaf water potential, gas exchange and
chlorophyll a fl uorescence in acariquara seedlinggMinquartia guianensisAubl.) under
water stress and recoveryBrazilian Journal of Plant Physiology, v.18, (323, 2006.
LORENZI, H. Arvores Brasileiras: manual de identificacdo e culvo de plantas arbéreas

nativas do Brasil 22ed. Sdo Paulo: Plantarum, 352p., 1992.

LORENZI, H. Arvores Brasileiras: manual de identificacdo e culvo de plantas arbéreas
do Brasil. V.2. Nova Odessa: Plantarum. 381p., 1998.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificacéio e culvo de plantas arbéreas

nativas do Brasil 32 ed. Nova Odessa: Plantarum. 352p., 2000.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificacéio e culvo de plantas arbéreas

nativas do Brasil Nova Odessa: Plantarum, v.1, 368p., 2002.

LOUREIRO, A. A.; SILVA, M. F. da; ALENCAR, J. da (esséncias madeireiras da

Amazonia. Manaus Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, ¥979.

MALHI, Y.; MEIR, P.; BROWN, S.Hilosophical Transactions of the Royal Socieety of
London. Series A-Mathematical Physical and Engineéng Sciences. Forests, carbon and
global climate. V.360, n.1797, p. 1567-1591, 2002.

MARTINS, M. V. Leguminosas arbustivas e arboreas de fragmentos festais
remanescentes no noroeste paulista. Taxonomia Vegket Dissertacdo de mestrado.
Instituto de Biociéncias de Botucatu/UNESP. 1720Q9.

MCCUE, K.F., HANSON, A.D.Drought and salt tolerance: towards understanding ad
application. TibTech. 8, p.358-362, 1990.

MELO, M.G.G.; MENDES, A.M.SJatoba (Hymenaea courbaril) L.Informativo Técnico.
Rede de Sementes da Amazonia, n.9. 2p., 2006.

MORAES, M.L.T.; KAGEYAMA, P.Y.; SEBBENN, A.M.Sistema de reproducdo em
pequenas populacdes fragmentadas e em arvores istda deHymenaea stigonocarpa
Scientia Forestalis. n.74, p.75-86, 2007.



10

MWANAMWENGE, J., LOSS, S. P., SIDDIQUE, K. H. M., B. COCKSEffect of water
stress during floral initiation, flowering and podding on the growth and yield of faba
bean(Vicia fabal.). Europ. J. Agronomy, 11, p.1-11. 1999.

NAPPO, M. E.; NAPPO, A. E.; PAIVA, H. NZoneamento ecoldgico de pequena escala
para nove espécies arbéreas de interesse florestel Estado de Minas Gerais Revista
Cientifica Eletronica de Engenharia Florestal. ®tBcidade Semestral. 52 Ed.14p.,. 2005.

PANIZZA, S. Plantas que curam: cheiro de matol5.ed. SP: IBRASA. 279p., 1997.

PHILLIPS, O.L.; MALHI, Y.; VINCETI, B.; BAKER, T.; LEWIS, S.L.; HIGUCHI, N
LAURANCE, W.F.; VARGAS, P.N.; MARTINEZ, R.V.; LAURAICE, S.; FERREIRA,
L.V.; STERN, M.; BROWN, S.; GRACE. JChanges in growth of tropical forests:
Evaluating potential biases Ecological Applications. v. 12, n. 2, p. 576-58002.

RIZZINI, C. T. Plantas do Brasil: arvores e madeiras uteis do Brds Manual de

dendrologia brasileira. Sdo Paulo: Edgard Blucher. 294p., 1971.

ROCHA, M. R., BORGES, J. D., NAVES, R. V., VIDAL, .VL. Estudos sobre a
emergéncia de plantulas de jatoba do cerradoHiymenaea stigonocarpaMart.;
Caesalpinaceag Revista Brasileira de Fruticultura, v. 14, np161-64, 1992.

SILVA, J. A., SILVA, D. B., JUNQUEIRA, N. T. V., ADRADE, L. R. M.Frutas nativas
dos cerrados Planaltina: EMBRAPA-CPAC. 165p., 1995.

SOUZA, J. G.; BARREIRO NETO, M; SILVA, J. B. V.; GES, J. A. Estudos de
parametros fisiolégicos para a resisténcia ao algodiro (Gossypium hirsutunlL.) a seca
Embrapa — Algodéo, 20p. (Embrapa — Algodao. Docuoseri6), 1982.

TAIZ, L.; ZEIGER E.Fisiologia vegetal 32 ed. Editora Artemed. 719p., 2004.

WARING, R. H., LANDSBERG, J. JGeneralizing plant—-water relations to landscapes
Journal of Plant Ecology. v 4, n 1-2, p.101-113,120



10

CAPITULO |

RESPOSTAS ECOFISIOLOGICAS DE PLANTAS JOVENS DE Hymenaea courbaril.
E Hymenaea stigonocarp®art. SUBMETIDAS A DEFICIENCIA HIDRICA E
REIDRATACAO

Resumo— O objetivo do trabalho foi investigar os efeitos deficiéncia hidrica e reidratacdo nos aspectos
fisiologicos em plantas jovens # courbaile H. stigonocarpaAs medi¢des dos parametros fisiolégicos foram
realizadas no inicio do experimento, 13 e 26 d@ssa suspensdo hidrica. Nesse ultimo momentoaasapl
foram reidratadas por dois e quatro diasHA courbaril reduziu sua transpiracdo, fotossintese, condaanci
estomatica, potencial hidrico e contelddo relatieo &jua apos 26 dias em 93.8, 93.5, 87.0, 525 €452.8
respectivamente em relacdo ao status hidrico IniGiaquanto que no mesmo periodoHa stigonocarpa
apresentou reducdo da transpiragao, fotossintesdut@ncia estomética, potencial hidrico e conteétidivo de

até 60.9, 31.3, 60.2, 135 e 25%, respectivamentéah as espécies apos quatro dias de reidratag§egeiram
recuperar a maioria de suas caracteristicas fggszd8, com excegdo do conteudo relativo de 4gumamabas e da
fotossintese para a espékiecourbaril. Portanto d1. stigonocarpaapresenta maior adaptabilidade as condi¢des
de estudo, 0 que a torna mais potencialmente rewada para ambientes com restricdes hidricas, agash

courbaril apresentar alta plasticidade a esse ambiente.

Termos para indexacdo:Hymenaea courbariH. stigonocarpa trocas gasosas; potencial hidrico, tolerancia a

seca.
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CHAPTER 1

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

Abstract: The objective of this study was to investigate #@féects of water stress and rehydration on
physiological aspects in young plants léf courbaril and H. stigonocarpa Measurements of physiological
parameters were measured at the beginning of theriexent, 13 and 26 days after the suspension. flnithis
last moment rehydrate the plants were two and fdays. H. courbaril reduced their transpiration,
photosynthesis, stomatal conductance, water pateanid relative water content after 26 days 93385,937.0,
525 and 52,8% respectively compared to the initiater status. While in the same perittl, stigonocarpa
decreased transpiration, photosynthesis, stomataluctance, water potential and relative contenipofo 60.9,
31.3, 60.2, 135 and 25%, respectively. Both speatfies four days of rehydration were able to recanest of
their physiological characteristics, except for tieéative water content for both photosynthesis &dthe
specied. courbaril. Therefore, H. stigonocarpa provides greater addlfiy to the conditions of study, making
it potentially more recommended for environmentshwivater restrictions, despitd. courbaril show high

plasticity in this environment.

Index terms: Hymenaea courbariH. stigonocarpagas exchange, water potential, tolerance to droug
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INTRODUCAO

De modo geral, o reflorestamento na regido Amiaadse da por meio do plantio de
mudas de espécies nativas, sendo realizado preff@reente nas épocas do ano de o6tima
disponibilidade hidrica (Carvalho Filho et al., 3pOMas, alternativamente, o plantio de
mudas pode ocorrer em meses mais secos do anagoeales sujeitos a periodos de veranico.
Nesse caso, a evapotranspiracdo geralmente excedenélias das precipitacdes,
caracterizando uma condicdo de deficiéncia hidrlcaitante ao crescimento e
desenvolvimento das plantas (Silva & Casali, 20B8jre as espécies nativas, que vem sendo
utilizadas no reflorestamento da regido Amazonicem®indo como estudos para diversas
areas, estdo as espédignenaea courbarié Hymenaea stigonocarpa

Mas para o estabelecimento de um plantio de quatsppecie é necessario evitar que
as plantas sejam submetidas a estresses ambientais altas temperaturas, salinidade,
anoxia, congelamento, choque térmico, desnutrit@obivoria e a baixa ocorréncia de
chuvas, principalmente no estagio inicial do deskmento das plantas, pois esses estresses
podem leva-las a morte antes de alcancarem adatia.a

De todos 0s recursos que a planta necessita psga desenvolvimento, a 4gua € o
mais abundante e, ao mesmo tempo, o mais limigaregea produtividade agricola e florestal.
Além disso, também limita a produtividade de etesias naturais, pois a medida que o solo
seca, torna-se mais dificil as plantas absorveigam,§orque aumenta a forca de retencédo e
diminui a disponibilidade de agua no solo as pRgBergamaschi, 1992).

As plantas possuem trés mecanismos que podemirregisiestresse hidrico: (1)
reducdo da perda de &gua através de controle drtongdalteracfes morfoldgicas; (2)
aumento na extracdo de agua do solo e; (3) aundentapacidade de tolerar baixo potencial
hidrico (Nilsen & Orcutt, 1996) onde o fechamenstoeatico € devido diretamente a baixa
pressdo de turgor nas células guardas (Maroco, t987), resultante da producdo de acido
abscisico (ABA) pela raiz (Fort et al., 1997) emmp@sta a deficiéncia hidrica, ou pode ser

influenciado também pela radiacdo solar, concegtraig C(;na atmosfera e a temperatura

do ar (Machado et al., 2002). Além de a condutaesiamatica diminuir com o fechamento
dos poros estomaticos a velocidade da transpirtm@bém é reduzida (Lawlor, 2002),
restringindo a entrada de @@as folhas que resulta na inibicdo ou diminuicaatividade
fotossintética (Chaves et al., 2002).
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Para conhecer o grau de adaptacdo das espécidgiand@ hidrica, medi¢cdes do
potencial hidrico foliar vém sendo utilizadas pdoanecer informacfes que permitam
identificar ostatushidrico em que se encontram as plantas. Para @iendias espécies, 0
potencial hidrico acompanha as variacdes diurnasemaanda evaporativa da atmosfera,
atingindo um valor maximo logo antes do amanhebkssse momento, as plantas sao
encontradas com a maxima turgescéncia possivelymsadada condicdo hidrica no solo
(Kramer & Boyer, 1995.). Dessa forma, o potencia@ribo antemanha¥way), tem sido
considerado um indicativo do estado hidrico dasitpta (Ngugi, 2004), bem como da
quantidade de &gua disponivel no solo (Taiz & Zeig@04).

Assim, a irreversibilidade das alteracbes compuegtdais das plantas durante o
estresse hidrico vai depender do genotipo, da @oyaga severidade e do estagio de
desenvolvimento da planta. A reversibilidade poder@r devido a capacidade elastica dos
organismos para suportarem tensdes, retornandmdicéo normal apos a interrupcdo do
estresse. Mas, apoés niveis intensos pode surgitemdo plastica e, nesse caso, as alteracdes
provocadas sao inflexiveis, causando danos quenptelar a planta a morte (Silva, 2003).
Assim, a eficiéncia no uso da agua por uma plawide pser entendida como eficiente
mecanismo de evolucdo adaptativa através do qual askuire maior elasticidade para
enfrentar possiveis déficits hidricos. Portantopbjetivo desse trabalho foi investigar as
respostas ecofisiologicas de duas espécies flgastametidas a déficit hidrico e reidratacao.

MATERIAL E METODOS

Local e conducao experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetagitenrente ao Instituto de
Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade FederaladRda Amazénia (UFRA), em Belém/PA,
entre os meses de marco a setembro de 2011. Centogiégenta mudas das espécies
Hymenaea courbarié H. stigonocarpacom um més de idade, foram adquiridas no viveiro
da Associacdo das Industrias Madeireiras do EsthmldPara (AIMEX), localizada no
municipio de Benevides/PA. As espécies foram tlanspdas para vasos de polietileno
contendo 18 kg de Latossolo Amarelo de textura apéalieviamente peneirada para retirada
das impurezas. A correcao do solo foi realizada duses antes do transplantio com 1,8 g de
calcario dolomitico por vaso e o teor de macroeatds e micronutrientes foram corrigido

pela aplicacdo de 5:7,5:10 g de NPK e 0,135 g dé BR12 por vaso de acordo com a
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necessidade da planta a partir dos teores aprdssmpala andlise quimica e granulométrica
do solo realizada pela EMBRAPA Amazonia Orientah€Ro 1).

As plantas foram irrigadas, até a capacidade depcaem dias alternados. Essas
foram mantidas em ambiente com iluminacdo naturam cmédia de radiacéo
fotossinteticamente ativa (RFA) de 1130 umdl s, atingindo temperaturas diurna de 23 a
37 °C com umidade relativa do ar entre 60,5 a 80%.

ApOs a aclimatacdo, cinquenta mudas de cada espgécan selecionadas
aleatoriamente para compor 0s cinco grupos expetaise EOQ) zero dia, inicio do
experimento (plantas sem estresse hidrico); E13)idsS3 (plantas com 13 dias de estresse) e
E26) 26 dias (plantas com 26 dias de estressejjuenma partir desse momento outros dois
grupos que estavam em estresse (durante 26 drag) feidratados por dois (RD2) e quatro
dias (RD4). Cada grupo continha duas espécies @aro cepeticdes, ambos submetidos a
dois tratamentos: plantas induzidas ao estregsargas periodicamente irrigadas, totalizando
100 unidades experimentais. Os grupos de plantesidépendentes um do outro e destrutivo
a cada avaliacao.

As respostas ao déficit hidrico foram avaliadas dias 0, 13 e 26, e as respostas a
reidratacdo foram avaliadas no 2° e 4° dia ap@Safias de estresse, conforme os seguintes
métodos:

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

O potencial hidrico foi determinado na antemanf@.f), entre 4:30 as 5:30 h
através de uma bomba de pressao doSigftmolandefmod. Pms Instrument Co., Corvalles,
USA). A andlise foi realizada imediatamente apésnte do terceiro ou quarto par de foliolos
totalmente expandidos, a qual foram colocados mac@onde foi, em seguida, aplicada uma
pressdo até ocorrer a exsudacao pelo corte feifpenmlo da folha (Turner 1981). Para a
andlise do conteudo relativo de agua na folha dérado 10 discos foliares (10 mm de
diametro) de cada planta, ao acaso, determinandnesgiatamente a massa dos mesmos
(MF,) em balanca analitica, no horario de 9:00 as 1B:68@ manha. Em seguida, os discos
foram transferidos para placas de petri, conterislonB de agua destilada e deixadas em
bancada (Z%) por um periodo de 48 horas. Apds colocar osodistn papel de filtro para
retirar o excesso de agua, os mesmos foram pepadmsieterminar a massa turgida gMF
Depois foram colocados em saco de papel e levadstuga com temperatura entre 65 a 70
°C por 48 h e posteriormente foi determinada a msessa dos discos (MS) (Slavick, 1979).
O calculo utilizado para quantificar o conteudatieb de agua foi:



10

CRA = MF, — MSx 100 (%)
Mk — MS

Trocas gasosas

As taxas de assimilacdo liquida do carbofp ¢ondutancia dos estdmatos ao vapor
d’agua (5, transpiracdoH), temperatura foliarT¢), concentracdo de Go ar e na folha
(364-228 umol mat, respectivamente) e fluxo de radiacdo fotossiaetente ativa (PAR)
foram determinados por meio de um analisador desgasinfravermelho (mod. LCi 6400,
Hoddesdon, UK). As medicdes foram determinadas pelahd das 09:00 as 10:00 h. As
trocas gasosas foram medidas quando a densidadlexdode fotons fotossintéticos foi
superior a 1000 pmol fns®. A média do déficit de pressdo de vapor entre ® afolha nos
dias em que as medic¢des foram feitas variaram@le 3,7 kPa e a temperatura média foliar
de 34 a 39 °C. As medicdes foram realizadas eragaipandidas do terceiro ou quarto par a

partir do apice.

Analise de dados

A andlise de variancia entre os fatores foi redhzatilizando-se o GLM do Software
estatistico MINITAB 14 (2004) e ASSISTAT 7.6 (201Bnquanto as diferencas entre as
médias foram segregadas com testes multiplos deyTuks analises de regressao nas

variaveis analisadas foram realizadas por meiordgrama estatistico MINITAB 14.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho estudou os parametros ecofigtolk: relacdes hidricas,
condutancia estomatica, transpiracdo e assimildeatoxido de carbono pelas folhas. Fez-se
comparacao dos parametros estudados entre asesspéciongo do tempo de estresse. Os
resultados mostraram diversas associacfes entigpasies e caracteristicas fisiologicas que
poderdo ser Uteis quando da implantacdo das especlecal definitivo.

O Ywanm das plantas decresce significativamenteO(@5) com o tempo de estresse
hidrico em ambas as espécies, mat aourbaril foi mais severamente afetada pelo estresse
com valor de -2.5 MPa decorrid@é dias da suspensédo hidrica comparada com o va)84
MPa apresentado peld. stigonocarpa A diminuicdo do potencial hidrico € devido ao

aumento da tensdo nos vasos xilematicos, quants megiativo 0Pw maior esta sendo a
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forca necessaria para que a planta absorva dasaaa a ser transportada a parte aérea. Esse
transporte pode ser prejudicado dependendo do dgaseveridade da deficiéncia hidrica,
porém emH. courbail e H. stigonocarpao transporte apos o estresse nao foi completamente
prejudicado, pois quando reidratadas as espéceperram seu potencial inicial que se
encontrava entre -0.35 a -0.45 MPa (Anexo Il), ntaeto somente Bl. stigonocarpafoi
recuperada integralmente decorrido apenas 48h (RP@3% a reirrigagdo, ao contrario da
outra espécie que levou 96h (Figura 1).

Fu et al. (2010) demonstrou evento similar em plkamtePopulus euphraticae P.
Russkiiatribuindo as diferentes caracteristicas de aBeodge agua a distribuicdo de raizes,
em que &. euphraticapode absorver agua mais fortemente em uma maturmtidade que
aP. russkii

Por outro lado, Batista et al. (2010) estudanditivewes de café constataram que
algumas cultivares, como Bourbon amarelo e Catieramn mais tolerantes em comparacéo a
outras em até 1,7 vezes, fato atribuido aos maresedtados de espessura do parénquima
palicadico. Possivelmente essas plantas, com rdeggnvolvimento desse tecido, permitem
uma maior eficiéncia na fixacdo de £@elo aumento da densidade estomatica, e

consequentemente maior condutancia (Castro &0&l9).

Tempo (dias)

TO T13 T26 RD2 RD4
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 100 -
80 4
_1,
S S 60
z N
< . <
E 2 &
= O 404
B
3 A A
20 4
-4 ] 0

TO T13 T26 RD2 RD4
Tempo (dias)

Figura 1. Potencial hidrico antemanh®\am) e contetdo relativo de agua (CRA) et courbaril (e) e H.
stigonocarpa(0). Plantas nédo estressadas (T0), plantas estraspadd 3 dias (T13), 26 dias (T26) e plantas
reidratadas por dois dias (RD2) e quatro dias (RD®mento da reidrataciah(). As barras mostram o erro
padréo.
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Assim como noPw,n 0 CRA de todas as plantas teve ampla variacad@uie@do de
agua daH. courbarilem todas as avaliagbes de déficit, variando de 336 em que apesar
da amenizacéo do estresse, esta ndo conseguicupena significativamente em relacdo ao
seu CRA inicial (Figura 1). Embora uma menor pe6f8) do conteudo de agua em relacéo a
82% da outra espécieH stigonocarpase comportou de forma similar. Vale ressaltar aue
recuperacdo do contetdo de agua foi readquiridadguas plantas dessa espécie foram
reidratadas, embora ela ndo seja significativ®,@b) (Anexo II).

Outro efeito do déficit hidrico de grande evidénfbao g em que os tempos de
estresses e de reidratacdo afetaram significativiensem distincdo das espécies. A variagdo
da gs ocorreu de 201 mmol?s® a um valor extremamente baixo de 26 mmdlsh no 26°
dia de estresse na espédiecourbaril (Figura 2), o que representa uma reducéo de 3€svez
maior quando comparada ld. stigonocarpa apesar dela no inicio apresentar menor
condutancia (Anexo 2), permitindo maiay @m H. stigonocarpae uma maior eficiéncia na

atividade fotossintética nas condi¢gfes estudadgsrérb).

2504 Figura 2. Condutancia estomaticag(gem H.
courbaril () e H. stigonocarpa(0). Plantas
200 - nao estressadas (EO), plantas estressadas por 13

dias (E13), 26 dias (E26) e plantas reidratadas
por dois dias (RD2) e quatro dias (RDA4).
Momento da reidratacdo A(). As barras
mostram o erro padréo.

150

100

gs (mmol m'zs'l)

50 | Assim como o potencial hidrico

influencia diretamente na condutancia

0 : — A ; ‘
TO T13 T26 RD2 RD4 (Figura 4), esta também influencia o

Tempo (dias) potencial hidrico, pois na tentativa de
economizar agua a espétle courbaril

em relacdo aH. stigonocarparequereu um regulamento mais apertado do fechament
estomatico (Figura 3), talvez por ser uma espéciase que exclusivamente, de cerrado. Por
isso, Hacke et al. (2000) propds gque plantas dmasli aridos manteriam margens de
seguranca maiores que plantas de habitat Gmidoe éstp beneficia a sobrevivéncia durante
periodos de seca. Por outro lado, Martinez-Vilataal. (2002) ao obterem resultados
semelhantes com arbusto do Mediterraneo, ligaramam@s ou estreitas margens de
seguranca na eficiencia da conducao de agua aexéstcas historicas, como as filogenéticas

e biogeograficas.
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Resultados como esses também foram encontrados edasmde Eucalyptus
citriodora e E. grandisque, quando se encontravam em solos com apenasd20dfgua
tiveram sua gs reduzida a valores de 21 mmdlsh(Silva, 1998). Para Racke et al. (2000) o
fechamento estomatico além de reduzir a perda dasagtravés da transpiracdo, previne a
cavitacao do xilema, diminuindo a tenséo no vaso.

O decréscimo na fotossintese foi demonstrado @gapressao da irrigagdo no 13° dia
chegando ao extremo no 26° em que quase nao haidgmducdo de fotoassimilados. Esse
evento teve maior intensidade na espécie que tevenmes valores d¥w,, (Figura 1) e
condutancia estomatica (Figura 3) representada lgelaourbaril. Por outro lado, &H.
stigonocarpa também apresentou mudancas no comportamento ifa&gED, mas os
resultados mostraram uma rapida recuperacédo apgfidratacdo. Os valores da fotossintese
da espécidi. stigonocarpaem condicOes de deficiéncia hidrica, foi muitpesior aqueles
encontrados na espétie courbarilna mesma condi¢&o hidrica (Figura 3).

A espécieH. courbaril teve sua fotossintese diminuida em até seis eepess que a
reducado ocorrida erd. stigonocarpaAnexo Il). Este fato se deve a uma conservacaomai
do conteudo relativo de agua (Figura 1) pela espécstigonocarpaevidenciada pela maior
abertura estomatica (Figura 3), resultando na @éamtde CQ que favorece a manutengdo da
concentracdo de GOntercelular utilizado na fase bioquimica da fetagese (Lawlor, 2002).
Plantas deC. guianensissubmetidas a deficiéncia hidrica durante 21 tliesam valores
baixos de fotossintese em até rdol m? s, valor aproximado encontrado et courbaril
(Goncalves et al., 2009). Esses autores, assim coosta & Marenco (2007) associaram
esses resultados ao grau de modificacdo da comimEstomatica, bem como nas mudancas
do nivel de agua no solo.

Trabalhos similares a este com espécies de habitatentes também foram
investigados por Ngugi (2004) que ao buscar asostap fisiologicas ao estresse hidrico em
mudas deEucalyptus argophloiaprocedentes de ambiente se€ocloezianaprovenientes
de ambientes sub-umidos e umidos, comprovou daeaagophloiamanteve maior A e gs,
como aH. stigonocarpa em todos os niveis de estresse que qualquerdéoca deE.
cloeziana as quais ndo apresentaram diferencas signifecsa@atre si. Para o autor o aumento
da gs enkE. argophloiapode estar relacionada a sua maior média da @delesgstomatica e
comprimento total das células guardas por unidedaeh.

Consequentemente, diante da deficiéncia hidricdeahamento estomatico, a
transpiracdo também foi afetada. As espécies eml@siofreram reducdes a partir do E13,

atingindo posteriormente, no E26, valores extrenminebaixos e significativamente
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diferentes do tempo EO e E13 (Figura 2). Com osrgalobservados pode-se afirmar que na
H. stigonocarpaa reducao da transpiracdo foi menor, contrastando aH. courbaril cuja
média no tempo de maior estresse foi de 0.3 mnibk que aliado ao baixo potencial
hidrico ndo as tornou impossibilitadas de recupsta atividade de transpiracao inicial
quando reirrigadas (Figura 3).

Em plantas d&Khaya senegalensigom procedencia de sanava¥.elvorensis,de
floresta, Okali & Gladys Dodoo (1973) em seus @ssuobteveram dados que indicaram que
em ambas as espécies a transpiracdo também dincimmiwa intensidade do estresse hidrico,
e que embora a transpiracao tenha sido superitt. sanegalensigdo que enK. ivorensis
quando o solo se encontrava na capacidade de cammop estresse a transpiracaokde
ivorensisfoi superior a d&. Senegalensiglemonstrando alta similaridade com os resultados
encontrados nesse estudo (Figura 3). Esta relac@bgervada também por Fu et al. (2010),
guando estudava plantas Be euphraticae P. Russkiina qual os resultados refletiram as

condicdes de déficit de dgua ao fechamento estoonéth baixa transpiracéo foliar.

A (pmol m’ s'l)

10 6 -
8 - 51
b 4
61 y
S
g 7
4
v £ | v
w
2 1]
0 ‘ ‘ ‘ ‘ | 0
TO T13 T26 RD2 RD4 TO T13 T26 RD2 RD4
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 3. Fotossintese (A) e transpiracao (E) dmcourbaril (e) e H. stigonocarpa0). Plantas ndo estressadas
(EO), plantas estressadas por 13 dias (E13), 25(H26) e plantas reidratadas por dois dias (RD)atro dias
(RD4). Momento da reidratacdd . As barras mostram o erro padréo.

A H. courbaril reduziu sua transpiracdo em até 93%, enquahtostigonocarpaem
60% apo6s 26 dias de estresse (Anexo Il). Os remdtparaH. courbaril corroboram com os
resultados obtidos anteriormente pelos autores &g et al. (2009) em que apoés 21 dias de
supressdo hidrica as plantas @arapa guianesisreduziram em 89% sua transpiracao.

Enquanto que as respostasHliastigonocarpasdo coerentes com os resultados encontrados
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por Liberato et al. (2006) que ao estudarem plad@#linquartia guianensisobservou
reducado em apenas 50% da transpiracdo em 25 desdrdsse.

Como consequéncia da reducdo da taxa de trar@pjrapndutancia estomatica
ocasionadas pela elevada diminuicdo do potendilaicbi (Figura 4) e conteudo relativo de
agua nas folhas, as taxas da atividade fotossiatBtjuida (A) foi severamente afetada em
ambas as espécies, com agravante para espécwirbaril, expressando valores proximos a
zero quando se encontrava com deficiéncia hidreavidte e seis dias (Figura 1). A
diminuicdo da fotossintese em funcédo do potenddaido (Figura 4) tem sido relatada por
diversos autores (Keenan, 2010; Costa & Marendd?;2Bell, 2007; Gongalves et al., 2009).

As andlises de regressao mostraram que as varid@dirocas gasosas diminuem com
a diminuicdo do potencial hidrico (Figura 4). Issodeve a influéncia do potencial hidrico
sobre a A, ge E em que foi relativamente intensa pard. astigonocarpaque, apesar do
estresse, se manteve com valores superiores epdgedaespécikl. courbaril, cujos valores
extremamente negativos, observados no 26° digyommonaram um elevado decréscimo na
fotossintese liquida condutancia estomatica e aaspiracdo demonstrados pela maior

inclinacdo nas linhas de regressao (Figura 4).
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y= 6.111%91,3107x R? =0.9282 condutancia estomaticas(ge transpiragdo (E) em
0 R? = 0.6825 ‘ ‘ ‘ relacdo ao potencial hidrico antemantEWym)
0 1 -2 -3 -4 paraH. courbaril (¢,—) eH. stigonocarpgo, ---).
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A andlise de regressao entre as variaveis A, géiveE&am relagéo linear positiva. Foi

observado que quanto maior a condutancia estom@di@ar a transpiracdo e fotossintese,

relacdo similar observada pelas outras duas, emaquedida que a planta aumentava sua

transpiracdo a taxa de fotossintese se elevavaréiy.
A complexidade da estrutura dos tecidos para umia lperda de agua controlada

parcialmente por varios dias, é caracterizada ésrae grandes mudancas na expressao de
genes (Bartels et al., 1990, 1992) e pela acumuldeadSUC (proteinas transportadora de

sacarose) e outros solutos (Bianchi et al., 19®B2), com finalidade de proteger as
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O T T
0 2 4
E (mmol m?s™)
10 -
[ ]
8 | oo
° [ )
P y =0.0339x +0.707 )
© 6 R2 =0.8715 °
o
=
g 4 y =0.0373x - 0.5927
2 R? = 0.896
<
2 i
¢
0 | | | | |
50 100 150 200 250

gs(mmol m? s'l)

y =0.0236x +0.0823 4
R? =0.8495

y =0.0251x - 0.3854
R? = 0.9432

0 50 100 150 200 250
gs (mmol m?s™)
Figura 5. Resposta da fotossintese liquida (A) em

funcdo da transpiracdo (E) & e conduténcia
estomatica (gs) b, e relagdo entre E e gs éin

courbaril (e) e H. stigonocarpg0).

estruturas  celulares contra  danos
ocasionados pela seca induzida (Ingram
& Bartels, 1996).

Em nosso estudo, apesar da
reducdo, em todas as variaveis analisadas,
o tempo de estresse ndo foi suficiente

para a irreversibilidade fisioldgica,

embora a espécid. courbaril tenha sido profundamente afetada, demonstrando altaa

plasticidade. As mudas dessa espécie conseguiauperar de forma significativa a E, gs e
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Yw,m somente apds decorrido quatros dias de reidratdcmossintese e o CRA nédo foram
recuperados significativamente, mas apresentardaregapréximos ao inicial (Anexo II).
Plantas jovens d€. guianensigecuperam as trocas gasosas em quatro dias, coegaex
para a taxa de A e potencial hidrico que foram pe@ados somente apds oito dias de
reidratacdo (Gongalves, 2009). Periodo de recg@erainda maior foi encontrado por Ngugi
(2004) em mudas dE. argophloiaque no prazo de dez dias recuperou ‘Bey, e trocas
gasosas, enquanto queEa cloezianateve um prazo maior que duas semanas, devido a
maioria das folhas apresentar necroses durantaipekacéao, favorecendo a queda de folhas.
Por outro lado,H. stigonocarpa dentro de dois dias de reidratagdo, conseguiu
recuperar seu potencial hidrico e sua transpiréi€é@oira 1 e 3), e com quatro dias retomou
sua gs e A (Figura 2 e 3). Resultados semelhantessa rapida recuperacdo foram
evidenciados em plantas detryphnodendron adstringengijue obteve apés 48h total

recuperacédo (Rocha & Moraes, 1997).

CONCLUSOES

A H. courbaril € mais suscetivel ao estresse hidrico quando cadgaH.
stigonocarpano periodo de 26 dias.

Ambas as espécies recuperam a maioria dos padnfetiolégicos analisados
apos a reidratacdo, apesaHiatigonocarpaapresentar maior rapidez em sua recuperacao.

Esses resultados evidenciam uma maior resistédaidd. stigonocarpa a
ambientes sujeitos ao estresse hidrico.
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ANALISE QUIMICA

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

Anexo Il. Potencial hidrico antemanh®\a), contelido relativo de agua (CRA), condutanciareética (g),
fotossintese liquida (A) e transpiragdo (E) paraspecie$l. courbaril e H. stigonocarpaPlantas com 100% de
capacidade de campo (EO), plantas estressadas3diasl(E13), 26 dias (E26) e plantas reidratades 2 dias
Os valores apresentadossdnédias e erro padréo de todas as medigbesédiasn
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatistit@nemtre si (R0.05). Letras mindsculas comparam valores
entre as linhas, enquanto que as maiusculas compantae as colunas.

(RD2) e 4 dias (RD4).

Genotipo Variaviel EO E13 E26 RD2 RD4
H. courbaril -0.4+£0.02 aA -0.90 £ 0.03 bB -2.50+ OH® -1.04 +0.10 bB -0.60 + 0.02 bA
Yam(Mpa)
H. stigonocarpa -0.4+£0.03 aA -0.56 £0.04 aA -0.94 + 0 -0.40 £0.01 aA -0.40 £0.03 aA
H. courbaril 82.0 £0.20 bA 63.20 + 0.44 bC 38.70+ kL 57.40+0.42bD 73.90 £ 0.50 bB
CRA (%)
H. stigonocarpa 84.3 £0.30 aA 78.30 +0.31 aC 63.20+ 008 a 81.20+0.43 aB 82.50 + 0.20 aB

H. courbaril
gs (mmol m? s%)

201.0 £5.10 aA

92.00 £3.70 bC

26.00 £ 2.B0 b 146.00 + 2.30 aB

196.00 +2.40 aA

H. stigonocarpa 166.0 + 240 bA  110.00 +3.20 aC 66.00 + 280 a 146.00 + 4.00 aB 172.00 +3.70 bA
H. courbaril 7.7+0.20 aA 3.20+0.10 bC 0.50 00D 3.50+0.20 bC 6.60 +0.40 aB
A (umol m? s?)
H. stigonocarpa 6.7 £0.20 aA 4.60+0.20 aC 2.80 #00aD 5.60 £ 0.20 aB 6.10 + 0.20 aAB
H. courbaril 49+0.10 aA 2.10 £0.06 aB 0.30 + @A 2.60 +0.07 bB 4.60 +0.22 bA
) E (mmol m? s?)
H. stigonocarpa
4.1 £0.27 bA 2.50 £ 0.06 aB 1.60 + 07 3.70 £0.10 aA 3.90 £ 0.27 bA

As médias seguidas pela mesma letra ndo difer¢atistisamente entre si. Letras minUsculas comparalores
entre as linhas, enquanto que as mailsculas comparge as colunas. As médias foram comparadazantlo-se o

teste de Tukey (0.05).
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CAPITULO Il

RESPOSTAS BIOQUIMICAS DE PLANTAS JOVENS DE Hymenaea courbaril. E
Hymenaea stigonocarpMart. SUBMETIDAS A DEFICIENCIA HIDRICA E
REIDRATACAO

Resumo —O objetivo do estudo foi investigar as respostasjliimicas ocasionadas pelo déficit hidrico em
plantas jovens delymenaea courbarié H. stigonocarpaAs medi¢des bioquimicas foram realizadas noanici
do experimento, aos 13 e 26 dias decorrido o estieglrico, no qual as plantas foram reidratadaesetindo

as andlises ap0s dois e quatro dias. A redutasérdtn teve sua atividade reduzida em 56% pata@urbaril

e 30% enH. stigonocarpadecorrido 26 dias de estresse. No mesmo perérdbas as espécies aumentaram a
concentracdo de sacarose em 18%, com uma dimind&&a e 29% do contetdo de amido e proteinaseisliv
totais, respectivamente. As taxas de carboidratbs/esis totais, aminoacidos livres totais, prolmalicina-
betaina tiveram aumento significativo a partir daicho terceiro dia nas duas espécies alcancandoesal
respectivos, de 1.8, 1.7, 2.6 e 2.0; 2.6, 1.5,255 vezes maior que o status hidrico inicial. &um as
concentracdes dos carboidratos e prolina forangreadas paradd. courbaril. Todavia, &H. stigonocarpacom
excecao da redutase do nitrato, conseguiu recupsraariaveis bioquimicas apés quatro dias deatidao.
Portanto, &H. stigonocarpadevido a recuperagdo da maioria de suas casttasi bioquimicas, exerce maior

adaptabilidade em relacé@o ao estresse hidrico.

Termos para indexacdo Hymenaea courbariH. stigonocarpaestresse hidrico, ajustamento osmotico, espécie

arbérea.
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CHAPTER Il

ANSWERS BIOCHEMISTRY OF SEEDLINGS OF Hymenaea courbarilL. AND
Hymenaea stigonocarpMart. SUBMITTED WATER STRESS AND REHYDRATION.

Abstract — The purpose of this study was to investigatebibehemical responses caused by
drought in seedlings of Hymenaea courbaril add stigonocarpa The biochemical
measurements were performed at baseline, at 12@Gddys elapsed drought stress, thereafter
the plants were rehydrated repeating the analybes &wo and four days. The nitrate
reductase activity was reduced by 56%Horcourbaril and 30% irH. stigonocarpaatfter 26
days of stress. In the same period, both speciesased the concentration of sucrose in 18%,
with a decrease of 52 and 29% of starch contenti@adl soluble proteins, respectively. The
rates of total soluble carbohydrates, total fre@nanacids, proline and glycine-betaine had a
significant increase from the thirteenth day reaghtalues in the two species, respectively,
1.8,1.7, 2.6 and 2.0, 2.6, 1.5, 2.6 and 1.5 tigreater than the initial water status. Only the
concentrations of carbohydrates and proline weparahased foH. courbaril However,H.
stigonocarpa with the exception of nitrate reductase, biocloainivariables was able to
recover after four days of rehydration. Therefétestigonocarpadue to the recovery of most
of its biochemical characteristics, has greaterptadality in relation to water stress.

Index terms. Hymenaea courbarilH. stigonocarpawater stress, osmotic adjustment, tree
species.
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INTRODUCAO

Os fatores que mais interferem no crescimento aegetuz, temperatura, agua e
nutrientes. Geralmente, qualquer tipo de estressedddo em relacdo a sobrevivéncia das
plantas, ao crescimento, a produtividade (Fer&iMilani, 2002; Taiz & Zeiger, 2004) ou
processos assimilatorios primarios como a absodge@€Q e nutrientes (Taiz & Zeiger,
2004). Dentre os fatores, a agua exerce uma intigpel funcdo no metabolismo vegetal.

A necessidade em resistir a deficiéncia hidriesal a planta a desenvolver
mecanismos morfofisiolégicos, que as conduzem a@uzar agua para uso em periodos
posteriores (McCree & Fernandez, 1989) levandoraasi plantas a atingirem a producéo de
sementes.

De acordo com Ludlow & Muchow (1990) a reducdo pnatetudo de agua no solo
causa significativa variagcdo na distribuicdo e deskimento radicular, podendo mudar o
periodo de disponibilidade e a quantidade de agmownlivel para as plantas. Desta forma,
nem toda a agua que o solo armazena é dispon@las §Carlesso, 1995).

Apesar de muitas plantas possuirem um sistemaldeseéncia a desidratacéo, o que
define sua permanéncia no campo € o grau de defiai®idrica (Hoekstra et al., 2001) e,
dependendo dos mecanismos desenvolvidos pardaressist seca, as plantas séo classificadas
em espécies que escapam da seca (rapido desersmiwifenoldgico); espécies que toleram
a seca com alto potencial hidrico (adiam a desidéat, como se estivessem economizando
para periodos posteriores); e espécies que tolesana com baixo potencial hidrico (toleram
a desidratacao) (Turner, 1997). Sendo assim, alg@s@ecies de plantas sdo mais tolerantes
ao estresse, outras bem menos. A medida que atdeta, ela se torna aclimatada, porém
ndo adaptada, segundo Taiz e Zeiger (2004) a a@dapte refere a um nivel de resisténcia
geneticamente determinado, adquirido por procedsasglecdo durante muitas geracgoes.

A manutencdo de potencial de agua durante o défiditco pode ser alcancada por
ajuste osmotico (Niu et .al1993). O acumulo de solutos osmoticamente atinasscélulas
faz com que o potencial osmaético e o potencialitddida planta abaixem mais rapidamente
gue o do solo, aumentando o gradiente de potdmiciato (Turner & Jones, 1980).

Assim, o0 ajustamento osmotico permite que o cresmgim celular ocorra sob um
potencial hidrico que geralmente seria inibidor tde condicdo. Ele também auxilia a
manutencdo da abertura estomatica e o funcionandenaéparelho fotossintético, permitindo
que este opere mesmo em condi¢cfes de baixo pdtbitriao (Turner, 1997).
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Os metabolitos que aumentam a tolerancia a defieiémidrica incluem os acgulcares
sollveis, aminoacidos, &cidos organicos e lipid¢Gsly, 1990). Entre o0s solutos,
osmoticamente compativeis e mais conhecidos, destae: a prolina, glicina-betaina,
proteinas soluveis, acucares e outros compostagaitados (Koyoro, 2005).

Na maioria das plantas, a sacarose € o princigabagxportado dos locais de sintese
(folhas) para as regides de consumo (caule, geegetativas, raizes e 6rgdos reprodutivos)
onde sera utilizada para o crescimento e/ou arraazemo. As hexoses liberadas a partir da
hidrolise de sacarose podem ser utilizadas em ggoseanabdlicos ou catabdlicos e também
fornecendo acUcares redutores para o processastaragnto osmaotico. (Kingston-Smith et
al.,1999).

Inicialmente, atribuiu-se aos solutos compativgmapel principal no ajuste osmotico,
porém alguns estudos tém sido relacionados comasyiossiveis funcdes (SERRAJ e
Sinclair, 2002). O acumulo destes solutos por $1&®m pode ser completamente responsavel
pela tolerancia osmética, mas as vias que regemeganismos de tolerancia sdo moduladas
por estes fatores (Hasegawa et al., 2000).

Dentre os solutos envolvidos no processo de aj@steomosmatico, a prolina tem
aparecido na literatura como sendo um aminoacidticplrmente sensivel ao estresse
(Martinez & Moreno, 1992; Larcher, 2000). O acumptme representar um mecanismo de
sobrevivéncia ao periodo de estresse, em funcdondemelhor ajustamento osmotico
induzido por esse aminoacido. Além de ajuste osmdaiutros papéis sdo exercidos pela
prolina como a protecao da integridade da memltar@otoplasma (Mansour et al., 1998) e
é utilizada como uma fonte de carbono e nitrogéRieng et al., 1996).

Assim como a prolina, a glicina-betaina é distileumplamente nas plantas, se
constitui de uma combinacdo de amoénio quaterngui® .em condicdes ambientais de estresse
hidrico aumenta sua sintese. A induc&o de acudadta substancia pode ser correlacionado
com o nivel de tolerancia do vegetal (Rhodes & dari993; Chen & Murata, 2008).

O estresse hidrico também afeta intensamente obatistao do nitrogénio nas
plantas, o que acarreta diminuicdo na sintese dkeipas e acumulacdo de aminoacidos,
amonia e poliaminas livres (Rabe, 1993). Juntorateimnas, os lipideos sdo os componentes
mais abundantes nas membranas e realizam um papesisténcia das células vegetais aos
estresses ambientais (Kuiper, 1980; Suss & Yordah©86). Para Sahsah et al. (1998) a
estimulacdo de atividades lipoliticas é maior emntas sensiveis a seca que em plantas
tolerantes. Caldwell & whitman (1987) constatarare g deficiéncia hidrica quando extrema,

causa alteracdes na associacdo entre lipidios teiqae de membrana como também na
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diminuicdo na atividade de enzimas e capacidad&amsporte de substancias (Caldwell e
Whitman, 1987).

Logo, as respostas das plantas quando submetidaic&ncia hidrica € o que véao
determinar o seu nivel de tolerancia a seca (M29®1). A tolerancia ou sensibilidade de
espécies de planta para condi¢Bes hidricas extrémdes importancia decisiva para sua
utilizacdo em plantios de recuperacédo florestalb{@wet al., 1994; Wassen et al., 2002).
Assim, o objetivo desse trabalho foi investigarrespostas bioquimicas em duas espécies

florestais sob condi¢des de estresse hidrico eataigho.

MATERIAL E METODOS

Local e conducao experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetagternrente ao Instituto de
Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade FederaladRda Amazoénia (UFRA), em Belém/PA,
entre os meses de marco a setembro de 2011. Centogiéenta mudas das espécies
Hymenaea courbariL. e H. stigonocarpaMart foram adquiridas, no viveiro da Associacao
das Industrias Madeireiras do Estado do Pard (AlMBXcalizada no municipio de
Benevides/PA, quando apresentavam um més de iBadaudas foram transplantadas para
vasos de polietileno contendo 18 kg de Latossolarein de textura meédia, previamente
peneirada para retirada das impurezas. A corregé&pld foi realizada dois meses antes do
transplantio com 1,8 g de calcario dolomitico pasw e o teor de macronutrientes e
micronutrientes foram corrigido pela aplicagédo d&%510 g de NPK e 0,135 g de FTE BR12
por vaso de acordo com a necessidade da plantdirados teores apresentados pela andlise
quimica e granulométrica do solo realizado pela RMBA Amazoénia Oriental.

As plantas foram mantidas em ambiente com ilumimangiural em que a média de
radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) foi de @ 18nol m* s* atingindo temperaturas
diurnas de 23 a 37 °C com umidade relativa do &e &9,5 a 80%. Decorridos cinco meses
da aclimatacéo, cingiienta mudas de cada espéam feelecionadas para compor 0s cinco
grupos experimentais: EQ) zero dia, inicio do expento (plantas sem estresse hidrico); E13)
13 dias (plantas com 13 dias de estresse); E26)a&6(plantas com 26 dias de estresse), em
que a partir desse momento outros dois grupos sfagam em estresse sofreram reidratacao
por dois (RD2 — plantas com 26 dias de estressale 2idratacdo) e quatro dias (RD4 —

plantas com 26 dias de estresse e 4 de reidratdCatd grupo teve dois tratamentos: plantas
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submetidas ao déficit hidrico e; plantas periodeat® irrigadas. Todas foram dispostas em
bancadas através de um delineamento inteiramestaltzdo, no qual cada tratamento foi
composto pelas duas espécies com cinco repeticoes.

A cada dois dias os vasos com as plantas forandgegmn uma balanca digital para
verificagdo da quantidade de agua perdida por énampiracdo e, posteriormente,
adicionados os volumes a fim de manter a capacicigtiea de todos os grupos.

As respostas ao déficit hidrico foram avaliadas dias 0, 13 e 26, e as respostas a
reidratacdo foram medidas no 2° e 4° dia depoidi@al@6 correspondendo ao 28° e 30° dia
apos a diferenciacdo dos tratamentos. As coletsisutigas foram realizadas entre 9:00 e
10:00 h da manha. Com o material ainda frescoef@iizada a determinacdo da atividade da
redutase do nitrato. Apos a coleta, as folhas folewadas para secagem em estufa de
circulacdo de ar a 65 °C. Apés 72 h na estufa, temmhseco foi moido e acondicionado em
frascos hermeticamente fechados até o momentandéses. As respostas do comportamento
das mudas foram avaliadas por meio das seguintesrdeacoes:

Determinacédo da atividade da redutase do nitrato (R)

Foram pesados, aproximadamente, 200 mg de discosfollzas de 0,5 cm de
diametro. As amostras foram colocadas em tuboss@® contendo 5 mL do tampéo fosfato
0,1 M, pH=7,5; contendo isopropanol 1% (v/v), KN@M) e estes cobertos com papel
aluminio (tratamento escuro). Em seguida, os tdn@sn submetidos a vacuo com o auxilio
de uma bomba de vacuo, durante 2 min. Em segusdtubos foram colocados em “banho-
maria” a 30 °C, por 30 minutos, na auséncia de Him.tubos de ensaio tipo pirex, foram
adicionados aliquotas de 1 mL de tampéao fosfatomlL2do extrato diluido + 1,0 mL de
sulfanilamida 1% + 1,0 mL de N-1- naftiletilenodiaa dicloridrato (NNEDA) 0,02%,
totalizando um volume final de 5mL. Em seguidajusos foram deixados em repouso por
15 min. A leitura foi feita no espectrofotometrdc40 nm tendo como branco (3,0 mL de
tampao fosfato + 1,0 mL de sulfanilamida 1% + 1]0da NNEDA, 0,02 %). O resultado da
atividade da redutase do nitrato foi estimado asala producdo de NOho meio de reacéo,

sendo expressa em mmoles de,NOMFL. H*

, a partir de uma curva-padrao obtida com
KNO; p.a (Sigma). O método empregado foi o métimdavo preconizado por (Hageman &

Hucklesby, 1971).
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Determinacdo das concentracdes de amido

Foi feita uma extracdo etandlica de 50 mg da msssa das folhas em 5,0 mL de
etanol 80%, por 30 min a 8C), depois foi promovida uma nova extragdo comrsl0de
HCIO,; 30% por 30 min a 28C. Apds serem juntados os extratos, foram levadaa p
centifuga (2000 rpm por 10 min) e coletados os sobrertadaEstes de cada extracdo foram
juntados e aferidos ao volume para 10 mL com agstlada para obtencdo do extrato total.
Nos tubos de ensaio foram colocados 100 mL do satemte + 400 mL de @ destilada e
agitando-se em vortex, adicionando-se 0,5 mL del f&¥ e agitando no vortex, logo depois
foi adicionado uniformemente e de uma Unica vezerdro do tubo (com pipeta graduada)
2,5 mL de HSO, concentrado e novamente agitado os tubos em verexado apos 20 min
de repouso ao espectrofotbmetro a 490 nm. Pardcalaédas concentracbes de amido
utilizou-se uma curva-padréo de glicose e os rado#t expressos em mmol de GLU/g de

residuo. O método utilizado foi segundo (Duboialetl956).

Determinacdo das concentracdes de carboidratos swe#is totais (Gr)

Foram pesados 50 mg de massa seca (MS) das felhakycadas em tubos de ensaio
de 15 mL e homogeneizados com 5 mL de agua destgladlocados em banho-maria por 30
min a 100°C. Os tubos supracitados foram retirados do “banhoa” e levados para
extracdo das amostras atraves da centrifugacaemmfega de bancada (1.000 rpm) durante
10 min, em que, dos sobrenadantes coletados,uetiraima aliquota de 100 mL (realizando
o0 teste de diluicao) junto com 400 mL dgCHem tubos de ensaio e sob agitacdo vigorosa e
homogeneizacdo através do vortex. Depois dissanf@dicionados 0,5 mL de fenol 5%
agitando novamente no vortex e adicionado uniforer@ee de uma unica vez no centro do
tubo (com pipeta graduada) 2,5 mL dgSBy concentrado. Assim, foram agitados os tubos
colocados na bancada para repouso por 20 min get@cua leitura no espectrofotdmetro a
490nm, tendo como o branco a utilizacdo de agutlatks (em substituicdo ao extrato) +
reagentes, que foram colocados na proporcéo dal0@&e agua destilada + 0,5 mL de fenol
5% + 2,5 mL de BB5QO,. Para o calculo das concentracbes de carboidsaidseis totais
utilizou-se uma curva-padrédo de glicose e os redo#t foram expressos em mmol de

glicose/g MS. Para isso, utilizou-se o método despor (Dubois et al., 1956).
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Determinacdo das concentracdes de proteinas sollsédtais (Rr)

Foram colocados em tubos de ensaio de 15 mL, 1@@mmd da matéria seca (MS)
das folhas em 5,0 mL do tampé&o de extracdo (Tris23@M pH 7,6). Em seguida os tubos,
devidamente lacrados, ficaram sobre o process@itizao durante 2 h no “shacker”. Apos
esse processo, os tubos foram centrifugados emifagatde bancada (2000 rpm por 10 min).
Em seguida, foram colocados nos tubos de ensaifsnil0 do sobrenadante apds a
centrifugacdo + 2,5 mL do reagente de Bradford.sAgsse processo, os tubos manualmente
foram agitados delicadamente (para ndo desnatsinaroteinas). Com 15 min de repouso as
leituras foram realizadas no espectrofotdmetroCarsf, contra o branco que encerra 100 mL
de agua + 2,5 mL do reagente de Bradford. As cdrages de proteinas sollUveis totais
foram estimadas a partir da curva-padréo constmoda soro albumina bovina p.a (Sigma).
Os resultados foram expressos em mg proteina/gAlglSoncentracdes de proteinas solluveis

totais foram determinadas segundo o método de i@ dL976).

Determinacédo das concentracfes de aminoacidos ligreotais (AA.T)

Foram pesados 50 mg das folhas, e colocados em tighensaio com 5 mL de agua
destilada, fechados hermeticamente e incubadosaammokmaria a 100 °C, durante 30 min.
Em seguida, os tubos foram centrifugados a 6.00® gor 10 min. Apds a extracdo o
sobrenadante foi coletado e desenvolvido a reagéodonsagem dos aminoacidos. Aliquotas
de 0,1mL do extrato foram colocadas em tubos dai@res acrescidas de 0,4 mL de agua
destilada. Em seguida 0,250 mL de uma solucao taatap pH 5,0, contendo 0.2 mot.de
citrato; 0,250 mL do reagente de ninhidrina (KCH @ymol.L e ninhidrina 5% em methoxy
etanol) foi adicionado. ApOGs misturar bem em vortex tubos foram hermeticamente
fechados e colocados em “banho-maria”’, no qual peeteram pelo tempo de 15 min a
temperatura de 100 °C. Em seguida, a reacéo firamhpida em banho de gelo, momento
em que foram adicionados 1,5mL de uma solucdo deokt0% (v/v). Apos os tubos
permanecerem por 20 min em temperatura ambientamfoefetivadas leituras em
espectrofotdmetro, a 570 nm, sendo os teores d®anidos livres totais, determinados com
base em uma curva padrdo ajustada a partir de moac@es crescentes de uma mistura
padronizada de L — glutamina Aminoacidos e os tados foram expressos em pmol de
mfvAA/g MS. A concentracdo de aminoacidos livresi® (AA 1) foi determinada segundo

método descrito por Peoples et al.,1989.
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Determinacdo das concentracdes de sacarose

Foram pesados 30 mg de massa seca das folhas, agdmmeizadas em tubos de
eppendorf de volume de 2,0 mL contendo 1,5 mL dez8o de MWC (metanol, cloroférmio
e agua; 12:5:3 vivlv), e agitado em “shacker” digaB0 min a temperatura ambiente. O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm ponil® e coletado o sobrenadante, e os
residuos foram novamente extraidos com igual voldmeMCW, seguindo-se uma nova
centrifugacdo e coleta dos sobrenadantes, na gualesmos foram reunidos para obtencao
do extrato total. A cada 2,0 mL do sobrenadantei@ibu-se 0,5 mL de cloroformio e 750
mL de agua destilada, seguindo-se sob agitacaontefegacao (2.000 rpm, por 10 min) para
a separacdo da fase aquosa. Apds esse processtirBda com uma pipeta de Pasteur a
fracdo aquosa metandlica (superior) e transferéda fubos de ensaio, os quais foram levados
ao banho-maria e aquecidos a °85por um periodo de 30 a 45 min para evaporacio do
cloroférmio residual e entédo foi determinado o wadurestante. A quantificacdo da amostra
foi realizada tomando-se aliquotas de 100 mL d& faguosa adequadamente diluida
adicionando 100 mL de KOH 30%. Apos vigorosa agibag mistura foi aquecida a 180
por 10 min e, apoés resfriamento, foi adicionadadiatamente 3,0 mL de solugcéo de antrona
0,2%, em acido sulfirico e a mistura ficou sobaagib e aquecida a 4G por 20 min. Apds
resfriamento, agitou-se as amostras por 10 seguadftwam realizadas as leituras em
espectrofotdmetro a 620 nm. Para os célculos, wme padrédo de sacarose foi preparada e
0s resultados foram expressos em mg de sacarost/dAMeterminacdo das concentracoes

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

Determinacédo das concentracdes de prolina

Foram pesados 50 mg de massa seca das folhas (MB) €, em seguida, levados
para tubos de ensaio de 15 mL e adicionados 5ndgda destilada e colocados em “banho-
maria” durante 30 min a 10. Apds a extracdo, as amostras foram centrifugddesnte
20minutos em centrifuga de bancada (1.000 rpm, &us o processo de centrifugacao, foi
retirado 1 mL do sobrenadante coletado de cadatear®$ransferido imediatamente para os
tubos de ensaios, nos quais foram adicionados nL,@e ninhidrina acida + 1,0 mL de
acido acético glacial (99,5%) (os tubos foram fedsahermeticamente) agitados em vortex e
colocados novamente em “banho-maria” a ¥00por 1 h. Depois de entdo, a reacdo com
banho de gelo e adicionado 2,0 mL de tolueno @dgivigorosamente em vortex por 20 s (0

tolueno extraiu a substancia cromofora formando cwmplexo colorido (roseo para
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vermelho). Assim que atingiu a temperatura ambjeetizou-se 0 processo de aspiraracao
com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de plaatiese ndo-aquosa (croméforo + tolueno =
parte superior). Efetivou-se a leitura em espeatbofietro a 520 nm usando tolueno como
branco. As concentracdes de prolina foram detehama partir da curva-padrdo com L-
prolina p.a (Sigma) sendo os resultados expressasrmol prolina/g MS. Para isso, utilizou-
se 0 método descrito por (Bates; Waldren; Tearg3)19

Determinacdo das concentracdes de glicina-betain@i)

Foram transferidos 25 mg de massa seca das foltrastybos eppendorf de 2 mL,
sendo adicionados 2 mL de agua destilada e agifsto$ h no “shacker” a 2%& (extracdo a
frio), e centrifugados a 10.000 rpm por 10 min &@@5apds a centrifugacdo, foi coletado o
sobrenadante para obtenc&o do extrato aquoso ardekco precipitado. No eppendorf de 2
mL adicionou-se 250 mL do extrato aquoso + 250 mlH@S0O4 2 N (diluicdo da amostra
1:2) e os eppendorfs permaneceram durante 1h rwlmkngelo (na geladeira - de 0 33,

e adicionado 200 mL de KI-I12 gelado, mantido duzah6 h a 0°C (banho de gelo na
geladeira — 0 a 4C). O processo de centrifugacdo foi de 15 min, A®.Gom a 0°C.
Eliminou-se o sobrenadante. Foi lavado o precipitagtezes com 2 mL de,HO, 1 N gelado
com centrifugacGes por 5 min, 10.000 rpfC (para cada lavagem. Apds as lavagens, foi
dissolvido o precipitado em 3 mL de 1,2-dicloroetaagitado vigorosamente e, realizadas
diluicdes 1:6 (diluicdo para a curva) ou testadatsas maiores (1:12, 1:24 ou 1:48 para as
amostras - a diluicdo vai depender da quantidadglidma-betaina precipitada). Assim,
depois de 2 a 2,5 h de descanso, as leituras f@alimadas em espectrofotbmetro a 365 nm,
usando-se agua destilada + reagentes, como bfanmmnte todo o ensaio as amostras foram
mantidas entre as temperaturas de 0°&.4Para os célculos, uma curva padrédo de glicina-
betaina foi preparada e os resultados foram exgges® pg de glicina-betaind.gMS. O

método utilizado foi segundo (Grieve & Grattan, 398

Analise dos dados

A analise de variancia entre os fatores foi redhzatilizando-se o GLM do Software
estatistico MINITAB 14 (2004) e ASSISTAT 7.6 (201Bnquanto as diferencas entre as
médias foram segregadas com testes multiplos deyTuks analises de regressdao nas

variaveis analisadas foram realizadas por meiordgrama estatistico MINITAB 14 .
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores das variaveis bioquimicas tiveram ajessa em funcao da disponibilidade
hidrica. Apos o fim do estresse (26 dias) houvet@mada da irrigacdo, na qual os valores das
plantas estressadas comecaram a assumir valorespndaimos ao status hidrico inicial,
porém esses valores ndo expressaram uma recupsiggéicativa da maioria das variaveis
no decorrer dos quatro dias de reidratagéo (Anexo |

Dentre as variaveis analisadas a sacarose, amjgtoteinas sollveis totais 4§,
tiveram um diferencial que foi a auséncia de irdego significativa nas espécies vs. tempo
(Anexo Il), apesar de demonstrarem alteracOes d& soncentracdes nas espécies ao longo
do periodo experimental (Anexo IlI).

O declinio dos valores da Redutase do Nitrato (P& ambas as espécies, ocorreu,
efetivamente, apds os vinte e seis dias de esttddseo. Nesse periodo, l. courbaril
reduziu a RN a mais da metade da atividade ineiadpds quatro dias de reidratacédo
recuperou aproximadamente 74%. Enquanto ddestigonocarpaeve uma reducao inferior
a outra espécie de 0.85 a 0.59 pmol de’ NOIF .h?* ao vigésimo sexto dia de estresse, e
uma recuperacéo de 85% com apenas dois dias datagdb (Figura 1).

Assim, a redutase do nitrato, principal enzima oaspvel pela assimilacdo de
nitrogénio pelas plantas, pode ter sua atividadleenciada pela disponibilidade de agua
(Sharma & Dubey, 2005), podendo ser utilizada cgraimetro indicativo aos estresses
ambientais (Carelli et al, 1991; Oliveira et aD03).

Em nosso estudo a menor atividade da RN foi obdarpara a espécle. courbaril
quando submetida a baixa condicdo hidrica, evidedo apos vinte e seis dias reducdo em
mais de 50%, fato também observadoHhastigonocarpa porém em menor intensidade
(Anexo I). O déficit hidrico também afetou mudasgeegelim Sesamum indicuntultivadas
em casa de vegetacao, que apos seis dias subnaidatresse teve reducao da atividade da
RN mais acentuada em comparacdo ao nosso estud@leqte a 80,95%, apesar dela ser
considerada resistente a seca (Souza et al., 2000).

Marur et al (2000) ao estudar duas cultivares dedaleiro também observaram uma
sensibilidade da atividade da RN ao estabelecimeiotoestresse hidrico, na qual em
potenciais hidricos extremamente negativos redaatividade da enzima. Por outro lado, em
plantas deCampomanesiap. submetidas ao estresse hidrico foi observadoagatividade
enzimatica nas duas primeiras semanas sob estoésgailar aos resultados obtidos quando

as plantas foram irrigadas diariamente. Essestaglsid apontam para o fato de que pode ter
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havido certa adaptacdo da atividade da enzima detesminado periodo de deficiéncia
hidrica (Oliveira et al, 2011). Estes resultadosit@m foram constatados em plantas de milho
por Ferreira et al. (2002), que ao estudar o mésabo do nitrogénio associado a deficiéncia
hidrica demonstrou que a atividade da enzima reduta nitrato em milho nao diferiu entre o

tratamento de stress hidrico e o controle.

2.0

1.6 - aA

aB
1.2 -

bB
0.8

0.4

RN (umol de NO ?.g.MF™. h?)

0.0 -

EO E13 E26 RD2 RD4
Tempo (dias)

m H. courbaril @ H. stigonocarpa

Figura 1. Atividade da redutase do nitrato (RN) émcourbaril e H. stigonocarpaem funcdo do tempo. Plantas
nao estressadas (EO), plantas estressadas paslEdB), 26 dias (E26) e plantas reidratadas pla2(RD2) e 4
dias (RD4). Os valores apresentados sdo as médias padrdo de todas as medicdes.

No entanto, na maioria dos trabalhos com espéeigstais, como soja (Chen & Sung,
1983), girassol (Tankha & Gupta, 1992), trigo (BiggUsha, 2003) e feijdo (Costa, 1999) a
atividade da RN é reduzida quando submetidas &iéefia hidrica. Por esse motivo, se
sugere que o déficit hidrico diminui a atividadessde enzima em virtude da diminui¢cdo do
fluxo de agua pela corrente transpiratéria e cam iambém o fluxo de nitrato para as folhas,
uma vez que essa enzima € altamente dependerdga delsstrato (Taiz & Zeiger, 2004).

As concentracdes de amido tiveram uma diminuicéndo submetidas ao estresse
hidrico em ambas as espécies (Figura 2). A quesl@alores ocorreu a partir dos treze dias e
se tornou mais acentuada no E26 (Figura 3)H./Atigonocarpadurante os quatro dias de
reidratacdo quase retomou sua concentracdo ingngyanto a outra espécie se manteve

distante da recuperacao com valor inferior de 2% 8Anexo III).
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Estudos realizados por Grisi (2006) também evigeam variacdes nos teores de
amido o qual se mostraram responsivas ao défioita wez que decréscimos na sua
concentracdo ocorreram aos quatro e seis diassapgeessao da agua para as mudas de café

Siriema e Catuai, respectivamente.

0.3

0.2

0.1

Amido (mmol de GLU.g-1 de residuo)

H. courbaril H. stigonocarpa

m Controle @ Estresse

Figura 2. Concentracao de amido diin courbaril e H. stigonocarpaOs valores apresentados sdo as médias e
erro padréo de todas as medicdes.

0.4

Amido (mmol de GLU.g * de residuo)

EO E13 E26 RD2 RD4
Tempo (dias)

W H. courbaril @ H. stigonocarpa

Figura 3. Concentracdo de amido ehh courbaril e H. stigonocarpaem funcdo do tempo. Plantas néo
estressadas (EO), plantas estressadas por 1FEdi3) R6 dias (E26) e plantas reidratadas pordias (RD2) e
quatro dias (RD4). Os valores apresentados sd@dimsre erro padréo de todas as medicdes.



10

Tem sido observada, em diversos estudos, uma dortelacdo entre o aumento na
atividade das enzimas responsaveis pela hidrébisamido e o acimulo de agUcares em
plantas submetidas a baixa disponibilidade de &Quando polissacarideos de reserva séo
mobilizados, o produto da hidrolise, frequentemertea sacarose, principal acucar de
transporte em plantas. Para que 6rgdos em cregoin@m®enos) possam metabolizar essa
sacarose, se torna necessaria sua degradacaamfMz0a3).

A continua reducao hidrica aumentou as concentsadédgr (Figura 4).0s valores
de Gsr paraH. courbaril obtidos entre o primeiro e o vigésimo sexto diangelida estiveram
entre 1,21 e 2,24 mmol de glicoséMS (Anexo I). Apds a reidratacédo, os valoresemus
alcancados no momento maximo do estresse, decfinaiagindo 1,45 mmol de glicosé.g
MS, demonstrando uma retomada da concentraca@lifi®©). O aumento da taxa de;@a
H. stigonocarpafoi mais acentuado §0.05) que aH. courbaril aos vinte e seis dias de
estresse registrando valores de 2,78 mmol de gligb#1S, aproximadamente 3 vezes do
valor das plantas com 100% da disponibilidade tédipesar da elevada variacdo conseguiu
recuperar significativamente seus valores ini@aisquatro dias de reidratacéo (Figura 4).

Resultado semelhante a este foi encontrado por éSh&iho (2001), no qual a
dosagem dos teores de carboidratos solluveis erasfolésS. lycocarpum demonstrou que 0s
niveis desses compostos aumentaram significativieneam resposta ao estresse hidrico.

4 -

Cst (mmol de glicose.g 1 MS)

EO E13 E26 RD2 RD4
Tempo (dias)

m H. courbaril @ H. stigonocarpa

Figura 4. Concentracdes de carboidratos solUveis totais) (@ H. courbaril e H. stigonocarpaem funcédo do
tempo. Plantas ndo estressadas (EOQ), plantassestasspor 13 dias (E13), 26 dias (E26) e plantdsatadas por
dois dias (RD2) e quatro dias (RD4). Os valoresesgmtados sdo as médias e erro padréo de todasigbes.
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Pimentel (1999) em estudo realizado com dois hikride milho, também observou
aumento gradativo no teor de carboidratos comatdids de deficiéncia.

Esses resultados sdo explicados pelo fato do sstrédrico afetar a utilizacdo de
carboidratos, por alterar, basicamente, a eficBnodbm que os fotoassimilados sao
convertidos para o desenvolvimento de partes noaplanta. Essa condicdo ocasiona
mudangas na divisdo dos carboidratos no interior piianta, condicionando-as a
desenvolverem mecanismos de adaptacdo e resis{@octlan, 1983). Certos carboidratos
que podem servir como solutos compativeis, mantemdaotencial hidrico pelo ajuste
osmoético (Nepomuceno et al. 2001).

O teor de carboidratos sollveis totais também failifitado em diversas espécies de
plantas sob deficiéncia hidrica, que em virtudeegivesse o0 amido é degradado a acucares
soluveis redutores (Pimentel & Rossiello, Krame®3)9

As Pst também tiveram reducdes significativas em suasesiracdes quando as
plantas deH. courbaril e H. stigonocarpaoram submetidas a deficiéncia hidrica (Figura 5),
com reducdo mais acentuada na espdcieourbaril (Figura 6). Apos 26 dias de suspensao
da irrigacdo as plantas d& courbaril e H. stigonocarpaapresentavam 73 e 70% de suas
proteinas com recuperacdo apds quatro dias de 83% respectivamente, através da
reidratacdo (Anexo IIl). Foi observado também dungéo quantitativa em algumas proteinas
apos cinco dias para o genético CM-2000 e setepdiess 0s gendétipo CM-94/99 de gréao-de-
bico sob tensédo hidrica (Bibi et al, 2009), os dsnuendtipos avaliados néo sofreram

alteracoes.

N
1

Pst (mg de proteina.g? MS)
'_\

o
|

H.courbaril H. stigonocarpa

B Controle @ Estresse

Figura 5. Concentracao de proteinas sollveis totaig){® emH. courbaril e H. stigonocarpa Os valores
apresentados séo as médias e erro padréo de toaeslgdes.
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Segundo Parida (2007) ao avaliar o mecanismo deéitatia a seca em dois genotipos
de algodoeiro no decorrer de sete dias observoeronmo teor de proteinas em ambos os
genotipos, mas a concentracdo desta substancraaigi alta no gendtipo sensivel quando
comparado ao genoétipo moderadamente tolerante.

O estresse hidrico induzido com diminuicdo do tder proteina sollUveis totais
também tem sido encontrada em plantaCaethamus mareoticusor Abdel-Nasser e Abdel
(2002) e em folhas de duas variedades de milh@uaha diminuicdo na concentracéo de
proteinas foi maior na cv. 704 que na cv. 301 (Mumhadkhani & Heidari, 2008).

Esse resultado deve-se provavelmente ao aumenterdasas proteoliticas que
degradam proteinas em aminoacidos, envolvidos mstaamento osmaético. A protedlise é
uma atividade celular importante para manter a lostase das proteinas. A protedlise
aumentada em resposta ao estresse € observadentergénte (Ramanjul e Sudhakar, 1997;
De Wald et al.,, 2001) e interpretada como uma fodeaeliminar proteinas danificadas
provocadas pelo estresse (Davis & Vierstra, 1996).

3.0 4

aA
aA
aA
aA aA
aA aA aA aA
i I
EO E13 E26 RD2 RD4

Tempo (dias)

Psr (Mg de proteina.g* MS)

m H. courbaril @ H. stigonocarpa

Figura 6. Concentracéo de proteinas sollveis totaisdercourbaril e H. stigonocarpam funcao do tempo. Plantas
ndo estressadas (EO0), plantas estressadas paasl@EdAi3), 26 dias (E26) e plantas reidratadas @isrdias (RD2) e
quatro dias (RD4). Os valores apresentados sd@dissre erro padrao de todas as medicdes.

A variacdo dos Afr deH. courbaril ocorreu de 49,16 a 84,17 pmol de AAMS até
o ultimo dia de estresse (E26), com oscilacdesfgigtivas dentro desse intervalo (Figura 7).
A partir dai apresentou, com a reidratacdo, valalesrescentes, mas nao atingiu uma

concentracdo relevante em relacdo as plantas eMuxncas semelhantes ocorreramkéem
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stigonocarpa na qual, teve um aumento de 20,51 pmol de AAMS do EO ao E26,
resultado inferior ao encontrado éin courbaril de 35,01 pmol de AAHJMS (Anexo I). A
menor reducdo conferiutd. stigonocarpauma recuperacao superioHa courbaril que, ao
contrario, ndo restabeleceu seus valores inicaars & reidratacéo (Figura 7).

O aumento nos teores de aminoacidos também foémeeigdo entre hibridos de milho
apos seis dias de estresse (Pimentel, 1999) espésies de parica, ingd, clitéria e tachi apos
doze dias de cultivo sob deficiéncia hidrica indaziFoi observado em todas as quatro
espécies no tratamento seco, um aumento nos weEsss soluto quando comparados com 0s
teores dos tratamentos Uumidos, mesmo nas espéag@sitachi, que nao tiveram grandes
reducbes de seus potenciais de base, foi obsea@uoulo de amino&cidos, sugerindo que
essas espécies responderam a deficiéncia de ag@onacumulando fotoassimilados como

consequéncia na reducéo do potencial hidrico iot@tiveira, 2005).

100 -
aA
g 75 - aB
- aB aB
5:-’ aC bBC bAB
o 90 bCD
© bD
(@]
I
=
:Et 25 -
0 _
EO E13 E26 RD2 RD4

Tempos (dias)

B H. courbaril @ H. stigonocarpa
Figura 7. Concentracdes aminoacidos sollveis totaisA&mH. courbaril e H. stigonocarpaem funcéo do
tempo. Plantas ndo estressadas (EO), plantassestasspor 13 dias (E13), 26 dias (E26) e planidsatadas

por dois dias (RD2) e quatro dias (RD4). Os val@apsesentados sédo as médias e erro padrao deasdas
medicdes.

O papel gue os aminoacidos desempenham nas ptafitastresse hidrico, seria o de
atuar como fonte de nitrogénio e carbono prontaenatilizaveis apds o término do estresse

além de provavelmente ter funcédo no ajuste osméiiecmer, 1997).
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O déficit hidrico afetou significativamente<(05) as concentracdes de sacarose nas
duas espécies (Figura 8). Os niveis dessa sulst@mebém sofreram alteragdes no decorrer
do tempo experimental (Figura 9), evidenciados pelmento de 10 e 24% no E13, a partir
dai atingiu valores ainda maiores 41 e 44% pAracourbaril e H. stigonocarpa
respectivamente (Anexo Ill). Com RD2 os valoresnsativeram relativamente iguais ao do
E26, se distinguindo somente com quatro dias deataicdo, mas ainda assim n&o obtiveram

os valores das plantas inicialmente irrigadas (Anéx

30 -

20 -

10 -

Sacarose (mg de sacarose.g' MS)

H. courbaril H. stigonocarpa

m Controle @ Estresse

Figura 8. Concentracao de sacaroseténtourbaril e H. stigonocarpaOs valores apresentados sdo as médias e
erro padréo de todas as medicdes.

Sacarose (mg de sac.g' MS)

EO E13 E26 RD2 RD4

Tempo (dias)
B H. courbaril @ H. stigonocarpa
Figura 9. Concentracdo de sacarose & courbaril e H. stigonocarpaem funcdo do tempo. Plantas nao

estressadas (EO), plantas estressadas por 13Edidy @6 dias (E26) e plantas reidratadas por dias (RD2) e
quatro dias (RD4). Os valores apresentados sd@dimsre erro padréo de todas as medicdes.
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Diferenca significativa no aumento desse acucabéamfoi observada em mudas de
café entre os tratamentos irrigados e nao irrigagds quatro dias para mudas de Siriema e
doze para as de Catuai (Grisi, 2006). Esses rdsslteorroboram com os encontrados por
Praxedes (2003), avaliando os efeitos do défidtitd no metabolismo fotossintético de
quatro clones de&€offea canephor&ierre cv. Conilon observou que quando o potencial
hidrico foliar na antemanh®¥v,,) decresceu para valores em torno de —3,0 MPassstr
hidrico severo, houve reducdo na fotossintese diquprovocada, principalmente, pelo
fechamento dos estdmatos e um aumento na condamtfafar de sacarose nos clones
tolerantes a seca.

Exemplos de outras espécies sdao as plantas, @naterostigma plantagineune
Spinacea oleraceagque aumentam a sintese de sacarose duranteci Héfrico (Ingram &
Bartels, 1996).

Uma forte correlagdo entre o acumulo de agUcaeetokerancia ao estresse osmotico
foi relatada extensamente, incluindo experiéncias @lantas transgénicas como a soja
(Glycine max (Streeter et al., 2001) Arabidopsis thaliana(Taji et al., 2002). Assim a
sacarose, como principal acucar exportador, aumesgu teor para suprir regibes de
consumo ou armazenamento, uma vez que a fotossitdrde a diminuir com o déficit
hidrico.

O aumento da taxa de prolina foi evidente desddreme dias de estresse, se
acentuando no vigésimo sexto dia em ambas as esp€€igura 10). Apesar dHl.
stigonocarpater uma concentracdo de prolina significativamenémor, alterando de 1,32 a
3,52 pmol de prolina:yMS, que &H. courbaril, alterando de 1,87 a 4,88 pmol de prolina.g-1
MS, o acréscimo nas concentracbes de prolina nass despécies foi igual de,
aproximadamente, 2,6 vezes maior que a inicial. #&8nls espécies recuperam suas
concentracdes apos reidratacao (Figura 10).

O acumulo de prolina sob tensdo em muitas espéeigdanta foi correlatada com
tolerancia a deficiéncia hidrica, e sua concentragdrmalmente é mais alta em plantas
tolerantes que em plantas sensiveis ao estresse{AsFoolad, 2007).

Oliveira Neto (2008) trabalhando com sorgo soboaifiicia hidrica observou que
nessa condi¢cdo provocou um acréscimo significati@® consideracdes de prolina apoés 15
dias de estresse hidrico. Resultados semelhantesei@n em plantas de feijdo, na qual a
reducdo de agua no tecido foliar diminuiu os teadesprolina (Lobato et al, 2008).
Corroborando com esses resultados Ronde et al0YaBfiectaram que a diminuicdo do

indice de agua provocou aumento progressivo nosisnide prolina em seis diferentes
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cultivares de algodoeiro. O acumulo méaximo de peoBm condi¢gdes de seca ocorreu em 11
dias sem agua.

Apesar de varios trabalhos indicarem uma alta lzapdie entre o acumulo de prolina e
0 aumento da tolerancia a seca, outros sugerem qoamulo é simplesmente um efeito do

estresse (Delauney & Verma, 1993; Madan et al.5)199

6 -
aA

0
=
(@]
S 4 -
£ aB
o
S
3 bB
5 aC
£, bC
©
£
°
a

0 - : :

EO E13 E26 RD2 RD4

Tempo (dias)

W H. courbaril @ H. stigonocarpa

Figura 10. Concentracdo de prolina ebh courbaril e H. stigonocarpaem fungcdo do tempo. Plantas néo
estressadas (EO), plantas estressadas por 1FEdi3) R6 dias (E26) e plantas reidratadas pordias (RD2) e
quatro dias (RD4). Os valores apresentados sd@dimsrne erro padréo de todas as medicdes.

A acumulacéo desse aminoacido € resultado do aomerfluxo de glutamato, que &
metabolizado pela Pirrolina-5-Carboxilato SintetéB8CS), enzima que regula a taxa de
biossintese de prolina (Hare & Cress, 1997), bemmocale um decréscimo em seu
catabolismo (Stewart et al., 1977). Ocorre amplaenem plantas mais altas e normalmente
acumula grandes quantidades quando submetidass@etermmbientais (Ozturk e Demir,
2002; Hsu et al., 2003; Kavi-Kishore et al., 2005)

Os resultados obtidos em relacdo a Glicina-Betaprasentaram valores elevados
com o aumento do nivel de estresse (Figura 11)sp&aeH. courbaril teve acréscimo de
4,14 e 8,63 ug de glicina-betairnagS, no seu valor inicial de 8,22 pg de glicinaates. g
MS, com treze e vinte e seis dias de estressegatsmente. Enquanto que H.
stigonocarpateve acréscimo de 1,95 e 3,24 ug de glicina-be@imMS, em seu valor inicial

de 5,5ug de glicina-betaind.gMS, no E13 e E26, respectivamente (Anexo I). Com a
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retomada da irrigacdo as concentracdes comecanresder, registrando valores de até 10,46
ng de glicina-betaina’gMS paraH. courbaril e 6,25 pg de glicina-betaind.§1S paraH.
stigonocarpano entanto apenas esta ultima espécie obteviicigisia a EO (Figura 11).
Alteracdes na concentracao de glicina-betaina tamibgam observadas por Sarwar et
al. (2006) ao investigarem a variabilidade genctipile seis cultivares de algodoeiro sob
condi¢des de déficit hidrico. A glicina-betaina lbedm melhorou a tolerancia ao déficit de
agua em todas as fases do ciclo de desenvolvintmtimansgénicos de milho devido ao

aumento do acumulo de GB (Quan et al., 2004).
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Figura 11. Glicina-betaina (GB) enH. courbaril e H. stigonocarpaem funcdo do tempo. Plantas nao
estressadas (EO), plantas estressadas por 1FEdi3) R6 dias (E26) e plantas reidratadas pordias (RD2) e
quatro dias (RD4). Os valores apresentados sd@dssre erro padrdo de todas as medicdes.

Conhecida por se acumular em respostas a tensffe&sahina tentativa de desenvolver
adaptacOes para evitar a perda de agua (Ashrafofad,02007), a glicina-betaina teve suas
concentracdes também elevadas em plantas submatidaiciéncia hidrica tais como as
espécies de sorgo (Oliveira neto, 2008), giradsolbg@l, 2008), cenoura (Fallon & Phillips,
1989) e Cevada (Ladyman, 1980).

As alteracdes nas concentracdes de GB provavelrs@atdevidas, segundo Sakamato
& Murata (2002), ndo s6 por esta substancia agirocam osmoregulador, mas também por

estabilizar as estruturas e as atividades de emz@dnacomplexo de proteina, e manter a
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integridade de membranas contra os efeitos prefislide diferentes estresses abidticos, além
de proteger segundo Larher et al. (1996) os prosdsoldgicos como fotossintese e sintese
de proteina dos resultados de déficit de aguarasotensoes.

Quando a irrigacdo foi retomada em todas as plagsagssadas, 0os parametros
avaliados tiveram suas concentracdes readquiridedirecdo as concentracdes de seu status
hidrico inicial, porém nem todos os parametrosrforacuperados significativamente (Anexo
[ e ll).

Embora a deficiéncia hidrica tenha alterado as extracdes de todos os solutos
estudados, apés a reidratacéo eles voltaram agoastamal, evidenciando que o periodo de
deficiéncia hidrica (26 dias) ndo causou um estrigssversivel (plastico).

CONCLUSOES

As concentracdes da RN, amido & Becrescem quando as plantas das duas espécies
estudadas sofrem restricdo hidrica durante vistasedias.

As concentracbes de Af Cst, sacarose, prolina e GB aumentam quando as plantas
sdo submetidas a deficiéncia hidrica durante vinteeis dias, promovendo com isso, 0
ajustamento osmotico das espécies estudadas.

O periodo de reidratacdo estudado ndo € suficipata a recuperacdo total das

concentracdes de todos os solutos estudados.
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CONCLUSOES GERAIS

Esses resultados parecem fornecer evidéncias datagda das plantas no
desenvolvimento de  processos contra condicbes amlse desfavoraveis,
sugerindo que o potencial hidrico, as trocas gasesa conteldo dos solutos podem ser
aumentados ou diminuidos em um processo maior dptagho, principalmente para a
espécieH. stigonocarpa

Os resultados observados nesse estudo poderéiizadas como um dos critérios na
selecdo dessas espécies vegetais para a toledédsec. No entanto, ha a necessidade de se
estabelecer para #&l. stigonocarpa o nivel de estresse a ser aplicado para que o

comportamento fisioldgico e bioquimico dessa egpgassa expressar um nivel mais critico.
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Anexo |. Respostas da atividade da redutase do nitrat), @xboidratos sollveis totais4§;, aminoacidos livres totais (A4), prolina e glicina-betaina (GB) nas espécies
H. courbaril e H. stigonocarpaPlantas ndo estressadas (EO), plantas estreggadh3 dias (E13), 26 dias (E26) e plantas readiad por 2 dias (RD2) e 4 dias (RD4). Os
valores apresentados sdo as médias e erro padridate as medigdes. As médias seguidas pela metraanBo diferem estatisticamente entre si. Latagisculas
comparam valores entre as linhas, enquanto quaidscalas comparam entre as colunas. As médias fooenparadas utilizando-se o teste de Tukes0.05%).

Espécie Variavel EO E13 E26 RD2 RD4

H. courbaril RN (umol de N@.g.MF™, bt 143 +0.22 aA 1.40+£0.12 aA 0.62 30D 0.85+0.13aC 1.07+£0.11 aB
H. stigonocarpa RN (umol de N@.g.MF*. h%) 0.85 +0.11 bA 0.79 £0.15 bAB 580+ 0.13 aC 0.73+0.11 bB 0.73+0.8B b
H. courbaril AA 7 (umol de AA.g' MS) 49.16 +2.8 aC 61.20+1.4 aB 84.17 + 3aR 64.79 +4.15 aB 58.93+3.77 aB

H. stigonocarpa

H. courbaril

H. stigonocarpa

H. courbaril

H. stigonocarpa

H. courbaril

H. stigonocarpa

AA 1 (umol de AA.g MS)

GB (ng de glicina-betaina.g-1 MS)
GB (ug de glicina-betainadvS)
Cst (mmol de glicose:yMS)

Cst (mmol de glicose:yMS)
Prolina (umol de prolinagMS)

Prolina (umol de prolinagS)

35.70 +2.43 bD

822+1.Fa

5.50 £0.82 bD

1.21+0.14 aC

1.05+0.15aC

1.87 +£0.07 aC

1.32+£0.15 bC

48.19 +3.65 bBC

12.36 £1.56 aC

7.45+1.33 bBC

1.83+0.22aB

1.67+0.24 aB

3.29+0.34 aB

2.25+0.19 bB

56.21 +2.27 bA

16.85 +£1.54 aA

8.74 £ 1.38 bAB

242+ 0.13 bA

2:B44 aA

884t 0.42 aA

523+ 0.25 bA

50.39 + 3.65 bAB

14.25 + BB5

9.50 £1.15 bA

1.92+0.15aB

1.86 +0.29 aB

3.24£0.27 aB

2.48 £0.12 bB

41.70.4BbCD

10.46 £2.28 aD

6.23.26 bCD

1.45+0.25aC

1.12+£0.18 bC

2.19+0.12 aC

1.65+0.23 bC
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Anexo Il. Teste F da variavel sacarose, amido e proteiréegei® totais (By) nos cinco tempos experimentais
courbaril eH. stigonocarpgF1).

Variavel F.V F
Espécie (F1) 151.77*
sacarose Tempo (F2) 37.19**
Int. F1xF2 1.6%
Espécie (F1) 18.71**
Amido Tempo (F2) 30.02*
Int. F1xF2 1.2%
Espécie (F1) 33.77*
Proteina Tempo (F2) 14.10*
Int. F1xF2 1.06°

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (pG4).ns ndo significativo (p >= 0.05)

Anexo lll. Teores de sacarose, amido e proteinas sollveais (@) nos cinco tempos experimentais nas
espécies dél. courbaril e H. stigonocarpaPlantas ndo estressadas (EOQ), plantas estreggads3 dias (E13),

26 dias (E26) e plantas reidratadas por 2 dias [RDR2dias (RD4).

erro padréo de todas as medicdes.

Os valores apresentados sawdsas e

Espécie Variavel EO E13 E26 RD2 RD4
H. courbaril
Sacarose (mg de sacaroSMg) 24.93 +£0.97 27.65+0.84 35.21+1.31 33.13+1.16 28.75+0.99
H. stigonocarpa
18.65 +0.80 23.23+0.92 27.01+0.65 25.26 £+1.25 22.88+0.60
H. courbaril N N . .
Amido (mmol de GLU.g de residuo) 0.27 £ 0.09 0.18+0.19 0.15+0.07 0.13+0.06 19G: 0.06
H. stigonocarpa
0.30 £ 0.06 0.23+£0.08 0.17 £ 0.06 0.16 £0.14 7&D.09
H. courbari 2.40+0.026 1.88 +0.011 1.76 +0.015 1.95+0.007 2.24+0.011
+ + + + +
Py (mg de proteinayMS) e D e R e
H. stigonocarpa
2.04 +0.016 1.71+0.014 1.43+0.012 1.71+0.012 1.74+0.010

Anexo IV. Concentracéo de sacarose, amido e proteinasesoldtais (Br) emH. courbaril e H. stigonocarpa
em plantas estressadas e irrigadas. Os valoreseapmeos sdo as médias e erro padrao de todasigdese As
médias seguidas pela mesma letra nao diferemstistatnente entre si.

Espécie

Variavel

Irrigada

Estressada

H. courbaril

H. stigonocarpa

H. courbaril
H. stigonocarpa
H. courbaril

H. stigonocarpa

Sacarose (mg de sacarodeMiS)

Amido (mmol de GLU.g de residuo)

Py (mg de proteinayMS)

24.46 +1.10 aA

19.54 + 1.59 bA

0.29 £0.02 aA

0.30 £0.02 aA

2.65+£0.17 aA

2.10 £0.25 bA

29.93+1.30aB

23.41+1.12bB

0.19+0.03 aB

0.22£0.01 aB

2.05+0.33 aB

1.72+0.28 bB




