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1. RESUMO

A Caatinga, floresta tropical sazonal seca é, proporcionalmente, a menos estudada e protegida e esta
em acelerado processo de alteracdo e deterioragdo ambiental provocado pelo uso inadequado dos
seus recursos. A continua e intensiva exploracdo predatoria acarreta na destruicdo e diminui¢do do
habitat, constituindo sérias ameagas as espécies, pois algumas fornecem madeira de boa qualidade,
tais como a aroeira (Myracrodruon urundeuva Allemdo). Esta espécie pertence a familia
Anacardiaceae e apresenta grande valor econémico e social decorrente de seu uso pelas
comunidades locais na regido do Semidrido na construcdo de casas, preparo de curtumes e
principalmente na medicina popular. Espécies vegetais da Caatinga estdo adaptadas aos rigores
climaticos da regido, caracterizada por elevada temperatura e luminosidade, além de uma
pluviosidade escassa e irregular. Conhecer as respostas morfofisioldgicas de plantas adaptadas as
condicBes do semidrido levara a compreensdo das estratégias utilizadas em um ambiente com
elevada demanda evaporativa, devido a alta temperatura e a baixa umidade relativa, além da
irregularidade hidrica e do excesso de energia luminosa. Plantas jovens de Myracrodruon
urundeuva foram avaliadas visando identificar e compreender estratégias bioguimicas e fisiologicas
dessa espécie frente ao déficit hidrico. Para isso, dois experimentos foram realizados. No primeiro,
plantas com trés meses de idade foram cultivadas em areia ou solo em duas condicdes hidricas, a de
rega continua (RC) ou suspensdo total da rega (SR) por 30 dias. Posteriormente, as plantas
submetidas a restricdo hidrica voltaram a ser irrigadas por 15 dias. A reducdo da disponibilidade
hidrica afetou negativamente o crescimento do caule das plantas e promoveu 0 aumento na
atividade das enzimas superdéxido dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX). Os teores de
peréxido de hidrogénio (H,O,) e malondialdeido (MDA) também foram maiores nas plantas
submetidas a restricdo hidrica. O restabelecimento da rega promoveu a retomada do crescimento e a
reducdo nos teores de MDA nas plantas submetidas ao déficit hidrico. No segundo experimento
foram utilizadas plantas com dois meses de idade, cultivadas em areia lavada em condigdes de RC
ou SR por 20 dias. Apos o periodo de restrigdo hidrica as plantas foram reidratadas por 20 dias. O
crescimento em altura e a biomassa seca foram afetados negativamente pelo déficit hidrico. O
metabolismo celular foi reduzido durante o periodo de restricdo hidrica, com rapido retorno as
atividades fenologicas apds o restabelecimento hidrico. A reducdo no perimetro estoméatico em
condicBGes de restricdo hidrica constribui para reducdo da perda de agua por transpiracdo em
Myracrodruon urundeuva. As estratégias de Myracrodruon urundeuva frente ao déficit hidrico
sdo alteradas em funcdo do estagio fenoldgico e do tipo de substrato.

Palavras-chaves: Déficit hidrico, enzimas antioxidantes, estratégias adaptativas, carboidratos.
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2. ABSTRACT

The Caatinga, a dry tropical rainforest, is proportionally less studied and protected and is
undergoing an accelerated process of environmental change and deterioration caused by the
inadequate use of its resources. The continuous and intensive predatory exploitation leads to the
destruction and diminution of the habitat, constituting serious threats to the species, since some
provide good quality wood, such as aroeira (Myracrodruon urundeuva Allem&o). This species
belongs to the family Anacardiaceae and presents great economic and social value due to its use by
local communities in the semi-arid region in the construction of houses, preparation of tanneries and
mainly in folk medicine. Plant species of the Caatinga are adapted to the climatic rigors of the
region, characterized by high temperature and luminosity, besides a sparse and irregular rainfall.
Knowing the morphophysiological responses of plants adapted to the semi-arid conditions will lead
to an understanding of the strategies used in an environment with high evaporative demand, due to
high temperature and low relative humidity, besides water irregularity and excess light energy.
Young plants of Myracrodruon urundeuva were evaluated in order to identify and understand
biochemical and physiological strategies of this species against water deficit. For this, two
experiments were performed. In the first, three - month - old plants were cultivated in sand or soil in
two water conditions, continuous irrigation (CR) or total irrigation (SR) suspension for 30 days.
Subsequently, the plants submitted to water restriction were re-irrigated for 15 days. Reduction in
water availability negatively affected plant stem growth and promoted increased activity of the
enzymes superoxide dismutase (SOD) and ascorbate peroxidase (APX). Hydrogen peroxide (H,0,)
and malondialdenhyde (MDA) contents were also higher in plants subject to water restriction. The
reestablishment of irrigation promoted the resumption of growth and the reduction of MDA levels
in plants submitted to water deficit. In the second experiment, two-month-old plants were grown on
sand washed in RC or SR conditions for 20 days. After the period of water restriction the plants
were rehydrated for 20 days. Growth in height and dry biomass were negatively affected by water
deficit. Cell metabolism was reduced during the period of water restriction, with a rapid return to
phenological activities after water reestablishment. The reduction in the stomatal perimeter under
conditions of water restriction contributes to the reduction of water loss through transpiration in
Myracrodruon urundeuva. The strategies of Myracrodruon urundeuva against the water deficit are
altered according to the phenological stage and the type of substrate.

Key words: Water deficit, antioxidants enzymes, adaptive strategies, carbohydrates.
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3. INTRODUCAO GERAL

Os estudos acerca dos impactos das mudancas climaticas sobre a estabilidade das vegetacdes
no Brasil mostram mudancas significativas na Caatinga, floresta tropical sazonal seca. O alto grau
de degradacdo do Semiarido sinaliza que a Caatinga esta em condicdo vulneravel e altamente
ameacada no cenario de aumento das temperaturas globais, o que coloca tal regido em alerta
(NOBRE, 2011). Muitas de suas espécies de plantas sao amplamente conhecidas e utilizadas na
medicina popular, bem como na producdo comercial de produtos fitoterapicos, as quais sao
utilizadas pelas populacdes de maneira exploratéria e ndo renovavel (SILVA et al., 2012).

Na Caatinga ha duas esta¢des climaticas, a época chuvosa e a seca. As chuvas sdo erraticas e
concentradas em poucos meses do ano. Durante a estagdo seca, hd uma predominancia do tempo
quente e extremamente seco, com temperaturas de até 45°C. As condi¢fes climéticas da Caatinga
podem ser consideradas como as de um ambiente extremo, com altas temperaturas, longos e
irregulares periodos de seca, além da baixa disponibilidade de agua e umidade atmosférica. Esta
floresta tropical sazonal seca abriga arvores e arbustos que sdao altamente adaptados a este clima,
entretanto ainda € pouco estudada (SAMPAIQ, 2010; KAVAMURA et al., 2014).

Estresses abidticos desempenham importante papel na determinacdo da distribuicdo de
diferentes espécies de plantas em diferentes tipos de ambientes. Os efeitos resultantes do estresse
abiotico em ambientes naturais e agricolas estdo cada vez mais ganhando atencdo devido aos
impactos resultantes das mudancas climaticas sobre os padrdes de precipitacdo e altas temperaturas,
além da salinizacdo dos solos. Regides aridas e semiéridas do mundo, como o Nordeste brasileiro
enfrentam problemas com precipitacOes irregulares (OLIVEIRA et al., 2013).

Estratégias para assegurar sistemas de conservacdo e manejo sustentavel exigem o
conhecimento de mecanismos desenvolvidos pelas espécies diante de estresses ambientais. Essas
informacdes irdo auxiliar no planejamento para a manutencéo da biodiversidade, reduzindo perdas
por extingcdo (ALBUQUERQUE et al., 2012). Nesse contexto, Myracrodruon urundeuva Alleméo,
conhecida popularmente como aroeira, palavra que provém de “arara” e da terminagdo “eira”,
significando "arvore da arara”, ¢ encontrada no nordeste brasileiro e atualmente encontra-se na lista
de espécies da flora ameagadas de extingdo (NUNES et al., 2008; MMA, 2014; CNIP, 2017).

A aroeira é uma espécie arbdrea que apresenta dioicia, com flores unissexuais, cuja
polinizacdo é realizada por insetos, como abelhas, moscas e besouros (FREITAS et al., 2005;
GAINO et al., 2011). Esse fator pode dificultar a reproducdo da espécie e levar a reducdo no
tamanho de populacGes dessa espécie, ocasionando a perda da variabilidade genética por endogamia

e desencadear diminuigdes na capacidade de adaptacdo por perda de genes responsaveis pela
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adaptacdo a ambientes e condigdes especificas (FREITAS et al., 2005; CARDERALLI et al., 2013).
Além disso, alteracBes populacionais de polinizadores afetam potencialmente os niveis de
polinizacdo e consequentemente a producdo de sementes por essas plantas (GAINO et al., 2011).

As comunidades locais utilizam flores e folhas da aroeira, sendo a principal utilizacdo a
casca e a entrecasca que tem funcdo medicinal no tratamento de ferimentos e Ulceras. A aroeira
apresenta um grande valor de uso geral, atual e potencial dentre as demais espécies utilizadas pelas
comunidades (SILVA et al., 2014). Devido aos seus multiplos usos e por ser uma espécie dioica, M.
urundeuva encontra-se na lista oficial de espécies da flora ameacadas de extin¢do, na categoria em
perigo (LUZ et al., 2013; MMA, 2014).

Pesquisas sobre germinacdo, crescimento e acumulo de alguns metabolitos em plantas de M.
urundeuva sob condi¢bes de limitada disponibilidade hidrica sdo encontradas na literatura
(MEDEIROS et al., 2000; QUEIROZ et al., 2002; FIGUEIROA et al., 2004; DORNELES et al.,
2005; PACHECO et al., 2006; TROVAO et al., 2007; NUNES et al., 2008; MARIANO et al., 2009;
GUEDES et al., 2011; OLIVEIRA VIRGENS et al., 2012; COSTA et al., 2015). Entretanto,
nenhum trabalho buscou avaliar aspectos bioquimicos do estado redox de plantas de aroeira
submetidas a restricdo hidrica nos estadios iniciais do desenvolvimento. Essas informac6es servirdo
em programas de conservagdo e uso consciente da especie. Diante disso, foi proposto avaliar e
descrever 0os mecanismos de adaptacdo ao déficit hidrico de Myracrodruon urundeuva, espécie da
Caatinga ameacada de extingdo, respondendo as seguintes hipdteses:

1) Plantas de M. urundeuva em estadios iniciais de desenvolvimento conseguem suportar
periodos de restricdo hidrica através da ativacdo do sistema de defesa antioxidante
enzimatico e atraves do acumulo de solutos compativeis para o ajustamento osmotico;

2) A espécie em condicGes de restricdo hidrica investe no desenvolvimento da biomassa
radicular para otimizar a captacédo de agua;

3) Os solutos armazenados durante o periodo de déficit hidrico sdo utilizados para a

retomada do crescimento, assim que as condigdes ambientais voltam a ser favoraveis.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Caatinga

A Caatinga, floresta tropical seca que se estende por todos os estados da regido Nordeste e
norte de Minas Gerais, apresenta area total aproximada de 844.453 km? correspondendo a
aproximadamente 11% da area total do territorio brasileiro. Apesar da sua importancia no cenario
social e ambiental, pouco mais de 8% da Caatinga estdo protegidos por Unidades de Conservacao
Federal e apenas 1,4% em Unidades de Conservacdo de Protecdo Integral (MITTERMEIER &
SCARANO, 2013). Ainda sdo poucos os estudos e as agdes voltadas para o conhecimento e a
conservacdo da Caatinga, a qual se encontra em acelerado processo de alteracdo e deterioracao
ambiental provocado pelo uso inadequado dos recursos naturais (MILES et al., 2006).

A devastagdo na qual a Caatinga se encontra atinge as comunidades locais. Essas
populagdes possuem conhecimento empirico sobre a vegetacdo local, que é repassado de geracéo
para geracdo (CORDEIRO et al., 2017). A conservacdo e o uso sustentavel da biodiversidade
garantem a sociedade uma série de servicos ambientais, que afetam diretamente a vida das
populacdes, como a qualidade da agua e do ar, o controle da eroséo e a polinizacdo, diretamente
vinculada a producéo agricola e a fixacdo de carbono, e fortemente relacionada ao aquecimento
global (DRUMOND et al., 2000).

E fundamental manter e garantir esses servicos para as populacdes, pois na Caatinga grande
parte das comunidades depende diretamente da biodiversidade, por exemplo, sendo facilmente
percebivel através da dependéncia no uso de plantas medicinais, por estas serem, na maioria das
vezes, 0 Unico recurso disponivel para o tratamento de doencas na regido (ROQUE et al., 2010).
Diferentes comunidades rurais da Caatinga usam 0s recursos naturais de forma direta e esse é um
dos aspectos mais positivos da biodiversidade. As familias da zona rural, ao contrario das pessoas
das grandes cidades, dependem do meio ambiente para vérias finalidades como alimentacéo,
construcdo de casas e cercas, tratamento de doengas, entre outras (ALBUQUERQUE et al., 2012).
Entretanto, as atividades extrativistas de uso dos recursos vegetais tém o potencial de modificar a
dindmica populacional das espécies (SOUZA et al., 2017).

Essas atividades, em sua maioria de carater predatorio, estdo resultando em réapida perda de
espécies, eliminacdo de processos ecologicos e formacdo de extensos nlcleos de desertificacdo em
varios locais da regido (LEAL et al., 2003). Além disso, a Caatinga ja perdeu de 30% a 50% de sua
area para a agricultura, abertura de estradas e retirada de madeira para lenha e carvdo (DUTILH et

al., 2013). Alternativas para 0 uso sustentavel dos recursos vegetais da Caatinga sdo de grande
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importancia para a conservacdo desses recursos e garantia de qualidade de vida para as populagoes
que deles se utilizam. A adequacdo do uso dos recursos passa pela a transformacdo do extrativismo
em manejo sustentavel e essa transformacdo exige disponibilidade de individuos vegetais e
orientacéo de cultivo.

A Caatinga caracteriza-se pela irregularidade das chuvas, acompanhada pelas altas
temperaturas, com um periodo curto de condi¢cdes favoraveis para a reproducdo das plantas
(SANTOS et al., 2014). O clima de acordo com a classificacdo de Koppen é do tipo BSh, semiarido
quente, com chuvas de verdo (BARBOSA et al., 2017). A seca é considerada um dos principais
fatores ambientais que causam estresse, influenciando no crescimento e desenvolvimento das
plantas. Em termos de intensidade e duracdo da escassez de &gua, as plantas sdo capazes de
desenvolver mecanismos de tolerancia para se adaptar as condi¢fes de estresse (SRIVASTAVA &
SRIVASTAVA, 2014).

A vegetacdo da regido semidrida brasileira inclui espécies com alto potencial de uso como
madeira, que sdo facilmente adaptaveis a diferentes condi¢cdes do solo, bem como as condic¢Bes
climaticas do semiarido (BESSA et al., 2017). Dessa forma, a Caatinga fornece cerca de 30% da
matriz energética da regido semiarida, além de produtos florestais ndo madeireiros fundamentais na
geracdo de emprego e renda da populacdo. Entre as ameagas as espécies destacam-se a destruicao e
diminuicdo de habitat, em especial para aquelas de distribuicdo restrita, além da continua
exploracdo predatoria intensiva, consequéncia da utilizacdo desordenada de madeira de boa
qualidade (LUZ et al., 2013).

A vegetacdo da Caatinga é constituida por 4.320 especies, e a variacdo na fitofisionomia
resulta da combinagéo entre o clima seco e o solo (em sua maioria raso), caracterizada por uma
vegetagdo de porte médio a baixo, tipicamente decidua, onde muitas espécies apresentam espinhos e
algumas caracteristicas xerofiticas (ANDRADE-LIMA, 2007; SAMPAIO, 2010). Entre as familias
de angiospermas mais diversas ocorrentes na Caatinga estdo as seguintes, com seus respectivos
nameros de espécies: Fabaceae (620), Poaceae (289), Asteraceae (271), Euphorbiaceae (199),
Rubiaceae (155), Malvaceae (144), Cyperaceae (137), Apocynaceae (135), Orchidaceae (134),
Melastomataceae (112) (FORZZA et al., 2010).

A familia Anacardiaceae € bastante conhecida, porém sua representacao nao € tdo expressiva
quanto as citadas acima, embora no Brasil ocorram cerca de 70 espécies, apenas 13 ocorrem na
Caatinga (FLORA DO BRASIL, 2018). Muitas das espécies dessa familia sdo conhecidas por
produzirem boa madeira e / ou pela producdo de substancias com propriedades medicinais, por

exemplo, a espécie Myracrodruon urundeuva Allemdo (FREIRE ALLEMAO, 1862), que tem
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destaque por seus multiplos usos pelas comunidades, especialmente pela qualidade da madeira e por
suas particularidades medicinais (BARROSO et al., 1991; PRADO, 2003).

4.2.  Myracrodruon urundeuva Alleméo

Pertencente a familia Anacardiaceae, Myracrodruon urundeuva é popularmente conhecida
como aroeira, aroeira-do-sertdo, aroeira-do-campo, aroeira-da-serra, urundelva, urindelva e
arindetva (MACHADO & OLIVEIRA, 2014). A aroeira tem ocorréncia em diferentes regides
fitoecoldgicas, como floresta semi decidua, floresta decidua, matagal e savana, caatinga e matas
secas, desde o Ceara até os estados do Parana e Mato Grosso do Sul, especialmente no lado oeste
dos estados da Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo e sul dos estados do Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso e Goids, e nos estados da regido Nordeste. Esta presente em formag6es mais secas e abertas
até as formacdes Umidas e fechadas, compondo areas de caatinga, cerrado e floresta pluvial
(PEREIRA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015; CNIP, 2017).

A aroeira é uma arvore de grande valor econémico devido as propriedades quimicas da
casca, a qual apresenta elevado teor de taninos, que é utilizada tanto em curtumes, como na
medicina popular, com uso tépico para tratamento de feridas e no tratamento de gastrites e outras
doencas internas, gracas as propriedades cicatrizante e anti-inflamatéria. Sua agdo antimicrobiana é
a propriedade mais bem estudada até o momento (ALBUQUERQUE & OLIVEIRA, 2007;
MACHADO & OLIVEIRA, 2014; CNIP, 2017). O ¢6leo essencial é o principal responsavel por
varios beneficios desta planta, especialmente a acdo antimicrobiana contra varios tipos de bactérias
e fungos e contra virus encontrados em plantas, bem como atividade repelente contra a mosca
doméstica (PEREIRA et al., 2014; DAIO et al., 2017). E eficaz também contra micoses, candidiase
e alguns tipos de cancer, pois possui acdo regeneradora dos tecidos. A atividade antifingica dos
extratos de M. urundeuva pode ser atribuida a presenca de flavonoides e taninos (ALVES et al.,
2009; MACHADO et al., 2014; MONTEIRO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017; SILVA et al.,
2017). Maior concentracdo de compostos funcionais é encontrada nas cascas em compara¢do com
as folhas (OLIVEIRA et al., 2017; SANTOS et al., 2017). Devido as suas propriedades antioxidante
e anti-inflamatoria, M. urundeuva vem sendo avaliada no tratamento de doencas associadas ao
estresse oxidativo e processos inflamatérios, como por exemplo, a doenga de Alzheimer (PENIDO
etal., 2017).

Seu tronco é muito empregado na industria da construcdo civil, pois sua madeira destaca-se
por ser praticamente imputrescivel, com grande resisténcia aos decompositores, com densidade de

1,21 gramas/cm3, muito duravel, considerada a madeira mais resistente as intemperies do Brasil
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(CAMPOS FILHO & SARTORELLLI, 2015). Mourdes de aroeira podem durar mais de cem anos ao
ar livre sem tratamento (LUCENA et al., 2011). A madeira ainda pode ser utilizada para carvéao e
lenha de boa qualidade devido a queima lenta com poder calorifico de 4.582 kcal/kg (CAMPOS
FILHO & SARTORELLLI, 2015). Suas folhas também sdo utilizadas como forragem (LUCENA et
al., 2011).

Num estudo etnoboténico realizado no Rio Grande do Norte, a aroeira apresentou 0 maior
valor de uso (VU=2,33), entre 57 espécies arbdreas estudadas, entre nativas e exoticas, com
destaque para as categorias madeira, medicina/higiene, lenha, veterinaria popular, forragem e
apicultura, produzindo o melhor mel dentre todas as arvores encontradas na regido (CORDEIRO et
al., 2017). Além das relevancias ja descritas, tem importancia ecoldgica visto que diversas aves se
alimentam dos frutos dessa espécie, além de servir para o empoleiramento (VASCONCELOS et al.,
2006). Também existem relatos de uso dessa espécie para a fabricacdo linhas para telhado, moveis,
ancoretas (utensilio utilizado para transportar &gua em cima de animais), pildo para preparo de
temperos de cozinha e cachimbos (LUCENA et al., 2011). Além de ser utilizada como medicinal
pelas populacdes locais, a aroeira tem sido estudada como potencial fitoterapico na odontologia,
devido a sua alta atividade antibacteriana (MACHADO & OLIVEIRA, 2014; SALVADOR et al.,
2017). Dois dos sete componentes fitoquimicos encontrados em suas cascas apresentam propriedade
anti-inflamatoria, as chalconas diméricas naturais, que foram denominadas de Urundeuveina A e B
(ANDRADE et al., 2000). Em decorréncia desses multiplos usos, a aroeira vem sofrendo um
processo de exploracdo intenso, de forma predatdria, 0 que vem causando a devastacdo de suas
populagdes naturais (NUNES et al., 2008; ANDRADE et al., 2013; XAVIER et al., 2017).

Em estudos voltados para a conservacgdo da diversidade vegetal em regides de Caatinga foi
verificado o impacto da pressdo causada pelo uso da floresta nativa sobre a conservagdo das
espécies. Neste contexto M. urundeuva foi incluida no grupo de espécies com prioridade para a
conservacao local no Nordeste brasileiro (LUCENA et al., 2013).

A aroeira é uma éarvore caducifélia, cujo porte varia de acordo com a regido onde é
encontrada (Figura 1 A), podendo chegar até 15m de altura, apresentando caule, copa larga e tronco
com diametro de aproximadamente 35 cm. As folhas sdo compostas, imparipenadas, de insercao
alterna, com 5 a 7 pares de foliolos opostos, com até 5 cm de comprimento e 3 cm de largura
(Figura 1 B). Os foliolos macerados exalam forte odor de terebintina (CNIP, 2017).

A madeira é de coloragdo pardo-avermelhada, com sabor adstringente, muito dura e
imputrescivel, sendo preferida para utilizacdo na inddstria civil (KIILL et al., 2010). Apresenta
inflorescéncia do tipo panicula com 13 a 20 cm de comprimento, pendente e de coloracéo

pardacenta a parpura. Os botGes florais sdo globosos com 1 a 1,5 mm de comprimento. As flores
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sd0 sésseis, unissexuais, sendo os sexos em individuos separados. O calice da flor masculina
apresenta lacinios com 1 mm de comprimento, sdo ovados, verdes, de margens mais claras e
ciliadas. O calice feminino frutifero apresenta de 6 a 7 x 4 mm, obovado-espatulado, verde no
dorso, os filetes dos estames com 1 mm de comprimento e as anteras sdo oblogo-elipticas (CNIP,
2017).

Figura 1. Arvore de Myracrodruon urundeuva Allem3o (A) em area de Caatinga localizada na Estacdo Experimental
José Nilson de Melo do IPA (Instituto Agrondmico de Pernambuco) no municipio de Caruaru em Pernambuco. Folha
composta (B), frutos alados presos na haste (C), frutos sem ala (D).

Fonte: Claudia Ulisses e Lindomar Souza (2017).
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A coleta dos diasporos € dificultada pela presenca de partes aladas (Figura 1 C) dispersando
as sementes a longas distancias. O fruto é uma drupa, globoso ovoide de 4 a 4,5 mm de
comprimento (Figura 1D) que apresenta exocarpo € mesocarpo um pouco carnudo e com endocarpo
resistente (ANDRADE et al., 2000; VASCONCELOS et al., 2006).

A taxa de germinacdo das sementes é de 82%, iniciando cinco dias apos a semeadura, com
duracdo de oito dias entre o inicio e o fim da germinacdo (PEREIRA, 2011). A floracdo ocorre entre
0s meses de junho e setembro, e a frutificacdo no periodo de agosto a novembro, estando associada
com a estacdo seca. Esta caracteristica favorece a polinizacdo por varias abelhas nativas em época
especifica do ano, ap6s a maioria das espécies arboreas e arbustivas terem florescido destacando-se
como importante fonte alimentar no inicio da estacdo seca (VASCONCELOS et al., 2006; KIILL et
al., 2010).

A producdo de flores ocorre inicialmente nos individuos masculinos e, posteriormente, nos
individuos femininos. Esta estratégia aumenta a visitacdo as flores femininas, uma vez que 0s
agentes polinizadores estariam inicialmente voltados para o néctar e o pdlen em individuos
masculinos, e posteriormente nos individuos femininos favorecendo e tornando mais eficiente a
polinizacdo. A frutificacdo ocorre ao longo da estacdo seca e inicio da estagdo chuvosa. Os frutos
passam por um periodo de desidratacdo e sdo dispersos pelo vento (anemocoria), facilitando o
processo de dispersdo (KIILL et al., 2010).

A inflorescéncia masculina apresenta em média 474,9 + 78,79 botbes por inflorescéncia,
enguanto, nas femininas este nimero é de 103,2 + 39,92 (KIILL et al., 2010). Isto € um importante
fator que pode limitar a reproducdo dessa espécie em populagdes naturais, o que pode ter
contribuido para a sua inclusdo na Lista de Espécies da Flora Ameacadas de Extincdo (MMA,
2008). As flores sdo pentameras e pequenas (2,0 a 3,0 mm), com simetria radial e corola de
coloracdo creme e formato raso campanulado. Nas flores masculinas, o androceu é composto por
cinco estames, que ficam posicionados entre as pétalas e expostos para fora da corola, facilitando
assim o contato com o corpo do visitante floral. Os filetes apresentam coloracdo creme e as anteras
séo bitecas, com deiscéncia longitudinal e quando maduras, apresentam coloragdo castanho-escura
(CNIP, 2017). O gineceu nas flores femininas é formado por um ovario pequeno (1,0 mm de
diametro), stpero, uniovulado, estilete Unico e estigma trifido e o androceu é composto por cinco
estames estéreis. A antese € diurna e o tempo de vida da flor é de, aproximadamente, 12 horas,
sendo que se ndo houver fecundacdo, 24 horas depois ocorre a queda das flores masculinas e
femininas (SIQUEIRA FILHO et al., 2009; KIILL et al., 2010).

Havendo fecundacdo, verifica-se a queda das pétalas, estilete e estigma, restando o calice

que protege o desenvolvimento do fruto. Outras espécies da caatinga também apresentam sua
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floracdo na estacdo seca, como por exemplo, Schinopisis brasiliensis. Essas espécies podem
partilhar dos mesmos agentes polinizadores, podendo ocorrer uma competicdo pela atracdo dos
mesmos e resultar na reducdo ou auséncia de visitantes nas flores de M. urundeuva (KIILL et al.,
2010).

As abelhas sem ferrdo apresentam importante papel no processo de polinizacdo, sendo
considerados os principais polinizadores da aroeira. Entretanto, a acdo antropica tem acarretado na
fragmentacdo de habitats naturais, reduzindo a disponibilidade de recursos alimentares e
consequentemente dificultando sua conservacdo (KIILL, 2009; MAIA-SILVA et al., 2012).

4.3. Estratégias adaptativas das plantas ao déficit hidrico

VariagOes no tipo de vegetacdo ocorrem porque organismos de uma mesma espécie ndo sao
capazes de sobreviver e competir com sucesso huma faixa ampla de condigdes ambientais. Portanto,
a sobrevivéncia e a capacidade competitiva dependem de estruturas morfofisioldgicas que sdo
resultado do processo evolutivo (PILLAR, 1994).

A reducdo e a irregularidade na disponibilidade de agua, que dificulta a absorcdo pelas
raizes € um dos principais fatores abioticos de ambientes aridos e semiaridos que exige o
desenvolvimento de estratégias, as quais podem resultar em caracteristicas que influenciem na
capacidade de absorver e armazenar agua de maneira eficiente e reduzir danos as plantas (SANTOS
& CARLESSO, 1998). A medida que se deu a evolucdo das plantas, houve a necessidade do
desenvolvimento de ajustes que possibilitariam a conquista do ambiente terrestre (PIMENTEL,
2004).

A ocupacgdo das plantas em ambientes aridos e semiaridos vem acompanhada de varias
alteracdes morfoanatdmicas, fisioldgicas e bioquimicas tais como, a reducdo da relagdo entre
superficie e volume foliar, presenca de cuticula, presenca de ceras, estbmatos protegidos, tecidos
armazenadores de agua, dentre outras (BARROS & SOARES, 2013).

Na Caatinga, as plantas utilizam diferentes estratégias para conseguir fazer uso eficiente da
agua no enfrentamento de longos periodos secos (8 a 10 meses secos por ano). A tolerancia de
espécies nativas das regides semiaridas tem sido relacionada com alteracbes anatémicas,
fisiologicas e bioquimicas que promovem a eficiéncia do uso da agua pelas plantas (AMANCIO
ALVES et al., 2009; SANTOS et al., 2014; 2017;).

O déficit hidrico provoca alteragbes no comportamento vegetal, cuja irreversibilidade vai
depender da espécie, da duracdo, da severidade e do estadio de desenvolvimento da planta
(SANTOS & CARLESSO, 1998).
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4.3.1. Morfoanatdmicas

As alteracdes morfoanatdmicas ocorrem em plantas sob déficit hidrico, visando proteger e
adaptar as espécies, auxiliando no enfrentamento dessa condi¢cdo ambiental adversa (GRISI et al.,
2008). A reducdo gradativa no tamanho de células epidérmicas, espessamento de parede e aumento
em espessura da cuticula podem ser entendidos como estratégias contra a perda excessiva de agua
em estratos xerofiticos, e a presenca de esclerénquima é interpretada como estruturas que reduzem
os efeitos do murchamento (MEDRI & LLERAS, 1980).

Mudangas na composic¢ao da cera epicuticular e presenca de tricomas, bem como alteracdes
no tamanho e na densidade estomatica auxiliam na reducdo da perda de &gua por transpiracdo,
constituindo mecanismos anatémicos importantes na eficiéncia do uso da agua em condigdes de
restricdo hidrica (BARROS & SOARES, 2013; SANTOS et al., 2014).

Os principais papéis atribuidos a presenca de tricomas na superficie foliar é a reducdo da
perda de &gua através da transpiracdo, e refletem o excesso de luminosidade, reduzindo a
fotoinibicdo do aparato fotossintético e contra danos UV (XIAO et al., 2017). M. urundeuva é um
exemplo de espécie com a presenca de tricomas multicelulares que cobrem toda a superficie dos
foliolos, o que proporciona a reflexdo de parte da luz, evitando altas temperaturas e
consequentemente reduzindo a perda de 4gua (MACHADO & CARMELLO-GUERREIRO, 2001;
SANT’ANA-SANTOS et al., 2006; SILVA et al., 2011). A redugdo na propor¢do de estdbmatos e
aumento na producao de tricomas auxiliam as plantas em condicdes de restri¢do hidrica (QUARRIE
& JONES, 1977).

Os foliolos de M. urundeuva sdo caracterizados como anfi-hipoestomaticos por
apresentarem maior nimero de estdbmatos na face abaxial, envolvidos por um numero variavel de
células que ndo diferem em formato e tamanho das demais células epidérmicas. Esse
posicionamento reduz a perda de agua por transpiracdo (SILVA et al., 2011).

Sabe-se que 0 aumento da densidade e/ou a reducdo no tamanho dos estdmatos sdo fatores
reconhecidamente importantes para adaptabilidade ou tolerancia de plantas a diferentes condicdes
adversas ao seu desenvolvimento (AMARAL DE MELO et al., 2017). Figueirda et al. (2004)
verificaram reducdo na densidade estomatica em plantas jovens de M. urundeuva em condi¢fes de
baixa disponibilidade hidrica. Segundo os autores, esse comportamento deve refletir na eficiéncia
da transpiracdo em espécies da Caatinga, tendo em vista que as plantas desse ecossistema
apresentam movimentos estomaticos rapidos, curto periodo com estdmatos abertos restringindo a

transpiracdo e apresentando também transpiracdo cuticular baixa.
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Melo et al. (2007) verificaram que em condicdes de restricdo hidrica, plantas de Paspalum
paniculatum aumentam a densidade estomatica na face abaxial da epiderme, acompanhado com a
reducdo no didmetro estomatico. Segundo os autores, essas variagdes no comportamento estomatico
é uma caracteristica muito variavel em funcdo do ambiente onde as plantas se encontram e ocorrem
freqiientemente em plantas submetidas a diferentes estresses.

Fu et al. (2012) avaliando as diferentes estratégias utilizadas por plantas perenes e caducas
em floresta tropical seca, verificaram correlagbes entre a vida Util das folhas e a eficiéncia
hidraulica do caule na estacdo seca, onde as folhas de plantas caducifélias, por exemplo,
apresentaram maior eficiéncia hidraulica e maior capacidade fotossintética, conseguindo assim,
maior ganho de carbono em curto periodo de tempo. Os autores concluem que a eficiéncia
hidraulica do caule é de carater evolutivo e correlacionam-se com a resisténcia a cavitacdo do
xilema.

Em plantas de M. urundeuva, pertencente a familia anacardiaceae, a presenca de feixes
vasculares de pequeno calibre auxiliam na autodefesa dessa espécie em periodos de seca, visto que
feixes de calibre espesso pode favorecer a perda de agua (ALQUINI et al., 2006; DUARTE et al,
2009).

A familia Anacardiaceae € caracterizada pela presenca de canais secretores ou dutos de latex
e terpenos resiniferos e também apresentam critais de oxalato de calcio no parénquima e silica em
algumas células do xilema como estratégias adaptativas ao déficit hidrico (DUARTE et al., 2009).

Nascimento-Silva et al. (2007) estudando as caracteristicas morfoanatbmicas de folhas de
Spondias tuberosa Arruda, descrevem que a espécie apresenta numero consideravel de cristais de
oxalato de célcio na regido na nervura principal e poucos no mesofilo. Os autores relacionam essa
caracteristica com a alta incidéncia luminosa a que as plantas estavam expostas e reforcam que os
prismas formados pelos cristais podem potencializar a energia luminosa, otimizando dessa maneira,
as taxas fotossintéticas.

Tooulakou et al. (2016), desenvolveram uma hipotese acerca do papel dos cristais de
oxalato em plantas sob condigdes de déficit hidrico: cristais de oxalato de célcio representam uma
fonte rica de grupos carboxi que pode ser convertido em CO; pela enzima oxalato oxidase quando a
entrada de CO, atmosférico torna-se limitado em condi¢fes de déficit hidrico. Por fim, os autores
reforcam a vantagem da presenca de cristais em plantas sob déficit hidrico: economia de agua e

tolerancia a seca.
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4.3.2. Fisiologicas

Quando as plantas sdo expostas a situagfes de déficit hidrico exibem, frequentemente,
respostas fisioldgicas que resultam de modo indireto, na eficiéncia do uso da agua, como um
periodo de economia para periodos posteriores (SANTOS & CARLESSO, 1998).

A regulacdo do fechamento estomético nos periodos mais quentes do dia e a caducifolia,
sendo esta ultima, caracteristica da maioria das plantas da Caatinga, sdo estratégias fisioldgicas que
contribuem para a reducdo na perda de agua ao longo da estacdo seca e mantém altas taxas
fotossintéticas durante o periodo chuvoso (BARROS & SOARES, 2013; SANTOS et al., 2014).

Segundo Ranney et al (1990), o sucesso do crescimento de plantas em ambientes com baixa
disponibilidade hidrica resulta da integracdo de varias caracteristicas que contribuem para a
tolerancia ao déficit hidrico e que qualquer combinacdo de caracteristicas para conferir o0 sucesso
das plantas nesses ambientes é dependente das condicdes ambientais. Por exemplo, maior
profundidade no enraizamento pode contribuir pouco para a tolerancia a seca em locais onde 0s
solos sdo superficiais. Nesses casos, a manutencdo da turgescéncia com o baixo potencial hidrico e
a alta eficiéncia no uso da agua, pode ser particularmente importante para conferir tolerancia a seca.
Por outro lado, em ambientes com solos profundos, plantas com habito de enraizamento profundo
pode ser melhor adaptada ao déficit hidrico.

O déficit hidrico imposto em plantas de M. urundeuva com um ano de idade, submetidas a
14 dias de restricdo hidrica, levou a diminuicdo da atividade fotossintética, caracterizada pela
reducdo da condutancia estomatica e decréscimos na taxa maxima aparente de elétrons (QUEIROZ
et al., 2002).

Costa et al. (2015) avaliando as trocas gasosas em M. urundeuva sob condi¢bes de
suspensdo de rega, observaram que o déficit hidrico promoveu a reducdo progressiva na
condutancia estomatica, na transpiracdo, na fotossintese e da eficiéncia no uso da agua pelas
plantas. Segundo os autores, apés a reidratacdo, as plantas restabeleceram rapidamente os padroes
hidricos, entretanto, para a condutancia estomatica, a recuperagdo ocorreu de maneira gradativa, e
apenas no 18° dia ap0s a retomada da rega, foi observada igualdade estatistica entre os tratamentos.

Segundo Carlesso (1995), a absorcdo de agua do solo pelas plantas esta relacionada com a
produtividade de trés maneiras: 1) esta relacionada com a demanda evaporativa, determinando se a
planta estd ou ndo em condi¢bes de déficit hidrico; 2) a extensdo da absor¢do de agua, que
determina a produtividade em condicdes de limitacdo hidrica; 3) e a varia¢do temporal da absorcao

de agua, que controla o tempo de producdo de biomassa em condicdes de déficit hidrico,
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implicando na redistribuicdo de biomassa para 6rgdos economicamente importantes da planta, por
exemplo, as raizes.

Em condicbes de estresse hidrico moderado é possivel verificar o aumento no crescimento
da raiz, podendo alcancar uma area cerca de duas a trés vezes maior que a parte aérea, 0 que
constitue uma caracteristica de plantas adaptadas ao clima semiarido (BARBOSA et al.,2013;
SOUZA et al., 2014; DAVID et al., 2016). A regulacao do crescimento no apice radicular por meio
de um sistema sensorial também desempenha um importante papel na resposta adaptativa ao
estresse hidrico. O alongamento de raizes primarias, bem como de pelos radiculares, tem sido
descrito como uma resposta adaptativa das plantas em condi¢fes de baixo potencial hidrico
(SANTOS & CARLESSO, 1998; ASHRAF & HARRIS, 2013). Entretanto, quando a densidade
radicular é baixa, especialmente nas camadas mais profundas, nem toda agua disponivel é extraida
pela planta durante o periodo de restri¢do hidrica. Por isso, a intensidade do déficit hidrico, pode ser
influenciada também pela capacidade de captacdo de recursos pela espécie (CARLESSO, 1995).

Pessoa et al. (2017) observaram que plantas de Handroanthus impetiginosus em condicGes
severas de déficit hidrico, com reducdo de 57% no conteddo relativo de agua, e de 95% na
condutancia estomatica, conseguiram recuperar 0s parametros fisioldgicos quando foram
reidratadas no 10° dia de suspenséao da rega, comprovando que o déficit hidrico imposto nédo afetou

a eficiéncia no uso da agua pelas plantas.

4.3.3. Bioquimicas

Outras estratégias foram desenvolvidas pelas plantas como mecanismos de adaptacdo que
Ihes permitem perceber as tensdes do ambiente e regulam rapidamente sua fisiologia e metabolismo
para lidar com esses estresses por meio de processos bioldgicos. Esses mecanismos incluem
respostas bioquimicas, que desencadeiam, por exemplo, maior producdo e acumulo de solutos
compativeis, tais como aminoacidos e carboidratos para o ajustamento osmético (OLIVEIRA et al.,
2013; MONTEIRO et al., 2014; MOURA et al., 2016).

Diversos estudos relatam o acumulo de solutos em condi¢cBes de déficit hidrico
(MOHAMMADKHANI & HEIDARI, 2008; SILVA et al., 2009; GARCIA et al., 2011; 2010;
SLAMA et al. 2015), onde o tipo e a quantidade do soluto acumulado ira depender da espécie, da
intensidade e da durancdo do periodo de restricdo hidrica (COSTA et al., 2015). O acimulo de
solutos nas células faz com que o potencial hidrico da planta figue menor que o do solo,
possibilitando a absorcao de agua pelas raizes (CHAVES-FILHO & STACCIARINI-SERAPHIN,
2001).
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Plantas de M. urundeuva com doze meses de idade, quando foram submetidas a déficit
hidrico por 12 dias, apresentaram aumento de 41% nos teores de carboidratos solUveis. Os teores
de aminoacidos livres totais foi 3 vezes maior nas plantas submetidas ao défict hidrico, o que pode
ter sido reflexo do aumento na protedlise ou inibicdo da sintese protéica (COSTA et al., 2015).

Carboidratos desempenham outro importante papel no que diz respeito a protecdo contra
danos causados pelo déficit hidrico, pois ajudam a proteger as plantas impedindo os danos celulares
causados por espécies reativas de oxigénio (EROs) (BARNABY et al., 2013), atuando como
sinalizadores metabdlicos em resposta a alteragdes ambientais (CHAVES et al., 2004).

Em pléantulas de Arabidopsis thaliana tratadas com atrazina e sacarose foram capazes de
ativar eficientes sistemas de defesa antioxidantes devido as mudangas nos niveis de ROS, enquanto
que, na auséncia de sacarose, as plantulas tratadas apenas com atrazina ndo conseguiram
desenvolver plenamente estes mecanismos de defesa (RAMEL et al., 2009).

A glicose é outro exemplo de carboidrato envolvido na protecdo das plantas ao défict
hidrico. E uma das principais fontes de carbono e também é o precursor inicial para sintese de
carotenoide e ascorbato, bem como na sintese de esqueletos carb6nicos de aminoacidos, incluindo a
cisteina, glutamina e glicina os quais sdo constituintes da glutationa, compostos envolvidos na
defesa das plantas contra o estresse oxidativo (COUEEET et al., 2006; BOLOURI-MOGHADDAM
etal., 2010; CHEYNIER et al., 2013).

Segundo Carvalho (2005), O acumulo de aminoacidos e carboidratos em plantas de
Schizolobium amazonicum em condicdes de déficit hidrico, pode ser decorrente da restricdo na
sintese de proteinas e da hidrolise das reservas de amido. Além de reduzirem o potencial osmatico,
servem de reservas de carbono e nitrogénio para a imediata retomada do crescimento quando as
condicBGes ambientais voltam a ser favoraveis.

Outra importante resposta observada em plantas adaptadas as condicdes de déficit hidrico é
a capacidade de manter niveis adequados de clorofila, que provavelmente esta relacionada a
tolerdncia e eficiéncia fotossintética, onde essas respostas podem estar atreladas a atividade de
enzimas envolvidas na biossintese de clorofila, ou estratégias que reduzem a degradacdo desses
pigmentos evitando, assim, a reducao dos niveis de clorofila em condicdes de estresse (ASHRAF &
HARRIS, 2013). A reducdo do teor de clorofila em plantas sob estresse osmotico pode ser um
sintoma do estresse oxidativo, resultado da foto-oxidacdo e degradacdo da clorofila, onde baixas
concentragcbes de pigmentos fotossintéticos podem limitar o potencial fotossintético e
consequentemente na producdo de compostos do metabolismo priméario (JAMIL et al., 2007;
ANJUM et al., 2011).
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CondigOes ambientais estressantes podem desencadear o aumento na producdo de EROs,
moléculas oxidantes que podem causar danos na estrutura celular, por exemplo, o perdxido de
hidrogénio (H,0,), o radical superéxido (*O), o radical hidroxila (*OH) e o oxigénio singleto
(*O,), principalmente nos cloroplastos, mitocondrias e nos peroxissomos (BATKOVA et al., 2008;
CHOUDHURY et al., 2017). O aumento na producdo de EROs em plantas submetidas ao déificit
hidrico, € um evento inicial de resposta que atua como um massageiro para desencadear reacdes de
defesa antioxidante nas plantas (ANJUM et al., 2011).

As plantas possuem um sistema de defesa antioxidante (enziméatico e ndo enzimatico) que
previne possiveis danos ocasionados por EROs. O sistema de defesa antioxidante enzimético é
representado principalmente pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX), catalase (CAT), peroxidase (POD) e glutationa redutase (GR) (SILVA et al., 2015; VIEIRA
etal., 2017).

A capacidade das plantas em regular o sistema antioxidante enziméatico pode ser um atributo
importante relacionado a tolerancia a seca (AHMED et al., 2009). A sincronia entre a atividade de
SOD, APX e CAT, por exemplo, é importante porque a SOD dismuta o *O, gerando H,O;, e este, é
removido pelas enzimas APX e CAT. A alta atividade da SOD n&o acompanhada pela atividade da
APX e CAT, pode acarretar em acumulo de H,O, (PAN et al., 2006), levando a formac&o de outras
EROs, através de reacdo com ions ferrosos (Fe?*) e formar o radical hidroxila (OH), um dos
principais responsaveis pela peroxidacdo lipidica em membranas (GILL & TUTEJA, 2010;
SEWELAM et al., 2016). ReagOes entre EROs e 0s sistemas biologicos podem acarretar danos a
muitas classes de biomoléculas, incluindo a peroxidacdo de lipidios de membrana (ANJUM et al.,
2011).

Plantas de aroeira com um ano de idade e submetidas a suspensdo total da rega por 14 dias,
apresentaram aumento de 31% na peroxidacdo lipidica, com rapida recuperacdo dos padrdes de
malondialdeido (MDA) apds 6 horas de reidratacdo (QUEIROZ et al., 2002).

Os componentes do sistema de defesa ndo enzimaticos consistem de compostos com baixo
peso molecular com acdo protetora, por exemplo, glutationa, acido ascoérbico, tocoferol e
carotenoides (FERREIRA et al., 2007; SILVA et al., 2015; VIEIRA et al., 2017).

Além de desempenharem a funcdo de pigmentos acessorio na fotossintese, os carotendides,
por exemplo, apresentam fungdo antioxidante devido ao seu baixo estado tripleto, permitindo a
remocéo da clorofila tripleto (Chl*) e *O,, sendo esta ERO, responséavel pelo desenvolvimento de
danos ao aparato fotossintético (HAVAUX, 2013). A manutencdo dos niveis desses pigmentos em
condigdes de déficit hidrico pode indicar tolerancia frente ao estresse, onde esses pigmentos
compreendem uma das primeiras respostas na linha de defesa das plantas, por desempenharem
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importante papel na protecdo das células contra danos oxidativos causados por EROs (HEATON &
MARANGONI, 1996; HASSAN et al., 2015; PARK & JUNG, 2016). Ja foi comprovado que
mutantes de Arabidopsis thaliana deficientes em carotenoides estdo mais sensiveis ao dano
fotooxidativo causado por EROs (ALURU et al., 2009).
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Estresse oxidativo e crescimento em plantas jovens de Myracrodruon urundeuva

Allemao em diferentes substratos e regimes hidricos

L. M. Souza®, M. R. Barbosa®, J. R. Z. Salazar®, C. Ulisses® *, T. R. Camara®
4Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais, Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Recife, Pernambuco, 52171-900, Brasil

Resumo

Plantas jovens de Myracrodruon urundeuva Allemdo foram avaliadas visando
identificar e compreender as estratégias bioquimicas e fisioldgicas dessa espécie frente ao
déficit hidrico em diferentes tipos de substratos. O estudo foi realizado em casa de vegetacéao
utilizando plantas com trés meses de idade, cultivadas em areia ou em solo em condicdes de
rega continua (RC) ou suspensdo total da rega (SR) por 30 dias. Posteriormente, as plantas
submetidas a restricdo hidrica voltaram a ser irrigadas por 15 dias. Todas as avaliacfes foram
feitas aos 30 e 45 dias, correspondendo ao periodo de restricdo hidrica e ao final da retomada
da rega, respectivamente. Foram avaliadas as taxas de crescimento absoluto (TCA), altura do
caule, balango relativo foliar (BRF), atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT), teor de perdxido de hidrogénio (H,O,) e de
malondialdeido (MDA). A restricdo hidrica reduziu em 46% o crescimento do caule nas
plantas. Quando reidratadas, as plantas cultivadas em areia apresentaram um balanco foliar
relativo (BFR) negativo (- 0,09). Nas plantas sob déficit hidrico a atividade das enzimas SOD
e APX apresentaram aumento de 46 e 31%, respectivamente. Semelhantemente, os teores de
H,0, foram 64% superior nas plantas sob déficit hidrico, enquanto que e o MDA foi quatro
vezes maior, quando comparado com as plantas com rega continua. A retomada da rega nas
plantas submetidas ao déficit hidrico mostrou novos padrdes na atividade enzimatica na
protecdo contra danos oxidativos. O restabelecimento da rega favoreceu a reducdo dos teores
de MDA nas plantas cultivadas em areia por meio da ativacdo do sistema de defesa
antioxidativo enzimatico. As respostas antioxidantes e de crescimento de plantas de
Myracrodruon urundeuva sdo diferentes em funcdo do tipo de substrato e da disponibilidade
hidrica.
Palavras chave: enzimas antioxidantes, Caatinga, déficit hidrico, aroeira.
* Autor correspondente. E-mail: claulisses@gmail.com (C. Ulisses).
AbreviacOes: TCR- taxa de crescimento relativo; TCA — taxa de crescimento absoluto; RC —
rega continua; SR — suspensdo de rega; APX — ascorbato peroxidase; CAT - catalase; SOD -
superoxido dismutase; H,O; - peroxido de hidrogénio; MDA- malondialdeido; BFR — balanco

foliar relativo; EROs — espécies reativas de oxigénio.
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1. Introdugéo
A Caatinga, floresta tropical sazonal seca, comp&e uma vasta area no Nordeste brasileiro
(844.453 km?), onde algumas espécies endémicas encontra-se altamente ameacadas de
extingdo e grande parte dessas espécies é amplamente conhecida e utilizada na medicina
popular de forma comercial, como fitoterdpicos, extracdo da madeira para construcdo de
cercas, casas e para isso essas plantas sdo utilizadas pelas populacdes de maneira exploratéria
e ndo renovavel (Silva et al. 2012; Miles et al. 2006).

Os estudos sobre as mudancas climaticas demonstram que a Caatinga encontra-se
vulneravel no cenério de aumento das temperaturas globais, 0 que coloca a regido Nordeste do
Brasil em alerta (Nobre, 2011). As condi¢des climaticas no nordeste brasileiro podem ser
consideradas como as de um ambiente extremo: altas temperaturas, longos e irregulares
periodos de seca, baixa disponibilidade de &gua e umidade atmosférica (Kavamura et. al.
2014). Além disso, a variabilidade dos solos, que podem apresentar maior ou menor
capacidade de retencdo de agua, devido a diferencas na profundidade e textura, constituem
fatores importantes na disponibilidade hidrica para as plantas, caracterizados em sua maioria
por solos rasos e que podem variar desde muito arenosos (Neossolos quartzarénicos) com
menor capacidade de retencdo de agua aos muito argilosos (Vertissolos) com maior
capacidade de retencdo (Sampaio, 2010; Silva et al. 2005).

A reducdo e a irregularidade na disponibilidade hidrica, que limita a absorcao de agua
e nutrientes pelas raizes € um dos principais fatores abidticos de ambientes aridos e
semiaridos que afetam o crescimento e a produtividade das plantas, reduzindo o teor de
clorofilas e taxas fotosintéticas, além de alterar a producdo de metabolitos, tais como
carboidratos e aminoacidos (Zandalinas et al. 2018; Barros e Soares et al. 2013). Diante disso,
diversas estratégias foram desenvolvidas pelas plantas para adaptacdo as tensdes ambientais,
regulando rapidamente sua fisiologia e metabolismo para lidar com estresses ambientais
(Pessoa et al. 2017; Trovéo et al. 2007). A maioria das plantas da Caatinga é caducifélia, com
perda de folhas no periodo de estiagem, como € caso de Myracrodruon urundeuva Allemao
(Freire Allemdo, 1862). Esta estratégia reduz a area de transpiracdo através da perda das
folhas ao longo da estacdo seca e mantém altas taxas fotossintéticas durante as chuvas (Barros
e Soares, 2013). Outras estratégias incluem respostas fisiologicas, moleculares e bioquimicas
que podem desencadear, por exemplo, ajustes no crescimento e desenvolvimento, como a
reducdo na emissdo de folhas e na altura do caule ou maior atividade de enzimas do sistema
de defesa antioxidativo, tais como superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX)
e catalase (CAT) (Manivannan et al. 2014; Oliveira et al. 2014; Figueirda et al. 2004).
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Myracrodruon urundeuva € uma espécie do nordeste brasileiro e estd presente em
formacgdes secas e abertas até as formacGes umidas e fechadas, compondo &reas de caatinga,
cerrado e brejos de altitude (CNIP, 2014; Pereira et al. 2014; Santos et al. 2009). E uma
espécie caducifélia, perdendo suas folhas durante a estacdo seca como estratégia para reduzir
a perda de agua em periodos desfavoraveis (CNIP, 2014) e que apresenta grande valor
econdmico devido as propriedades quimicas da casca do caule, a qual apresenta elevado teor
de taninos, sendo utilizada tanto em curtumes, como na medicina popular com uso topico para
tratamento de feridas, no tratamento de gastrites e outras doencas internas, devido as
propriedades cicatrizante e anti-inflamatéria (Albuguerque et al. 2007). A acéo
antimicrobiana dessa espécie é a propriedade mais bem estudada até o momento (Machado e
Oliveira, 2014; Lucena et al. 2011). Em decorréncia desses maltiplos usos, a aroeira vem
sofrendo um processo de exploracdo intensa, de forma predatdria, causando a devastacdo de
suas populac6es naturais, 0 que a coloca na lista de espécies da flora ameacadas de extingéo,
na categoria em perigo (Andrade et al. 2013; Nunes et al. 2008; MMA, 2014).

Trabalhos avaliando o crescimento de M. urundeuva em condigdes de limitacdo hidrica
ja foram realizados (Costa et al. 2015; Figueir6a et al. 2004), entretanto lacunas acerca das
respostas do sistema antioxidante permanecem abertas e este estudo visa contribuir na
compreensdo dessas respostas. O conhecimento acerca dos mecanismos desenvolvidos por
uma espécie diante de estresses ambientais auxiliara no planejamento de estratégias com a
finalidade de assegurar sistemas de conservacdo e manejo sustentavel (Albuquerque et. al.
2012). Diante do exposto, o0 objetivo da pesquisa foi identificar e compreender as estratégias
bioguimicas e fisioldgicas de Myracrodruon urundeuva frente ao déficit hidrico em diferentes

substratos.

2. Material e Métodos

O estudo foi realizado em casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), localizada no municipio de Recife (PE) e situada sob as coordenadas
geograficas 8°00°55.3°S e 34°57°04.8”°W, entre 0s meses de maio e junho de 2015. Foram
utilizadas plantas de M. urundeuva com trés meses de idade provenientes da germinacédo de
diasporos coletados na Estacdo Experimental José Nilson de Melo do IPA (Instituto
Agrondmico de Pernambuco) no municipio de Caruaru (PE) sob as coordenadas geogréficas
8° 14’ ¢ 35° 55°. Os didsporos foram colocados para germinar em bandejas plasticas contendo
uma camada de aproximadamente 4 cm, de areia lavada e esterilizada em estufa a 200°C por
120 minutos. Aos 15 dias ap06s a germinacdo, foram selecionadas plantulas com altura média

de 2,0 cm, e em seguida foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade para 8L
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contendo solo ou areia lavada. O solo utilizado no experimento foi coletado no Departamento
de Quimica da UFRPE. A fim de se obter a terra fina seca ao ar (TFSA), o solo foi
destorroado, passado em peneira com malha de 2mm e seco ao ar (Claessen et al., 1997). De
acordo com a andlise granulométrica (Tabela 1) realizada na Estagdo Experimental de Cana-
de-agUcar do Carpina (ECCAC) em Pernambuco, o solo foi classificado como franco arenoso
através do diagrama textural (Lemos e Santos, 1996) e apresentou 2,79% de matéria organica
(M.0.), 0 que corresponde a 27,99 M.O. kg™. A areia utilizada foi lavada em 4gua corrente
até remocdo de impurezas e em seguida colocada para secar em bancadas na casa de
vegetacdo conforme realizado por Santos et al. (2013).

Tabela 1. Composicao granulométrica (%) e de matéria organica (M.O.) do solo

Areiatotal  Areia grossa Areia fina Silte Argila M.O.

55,3 30,2 25,08 26,1 18,7 2,79

As plantas foram mantidas em casa de vegetacao recebendo agua de torneira a cada dois
dias e solugéo comercial de Kristalon® e Calcinit® (% da concentragdo) semanalmente por 90
dias. Ao completarem trés meses, as plantas foram submetidas a dois tratamentos hidricos:
rega continua (RC) ou suspensdo total da rega (SR), permanecendo nessas condi¢fes por 30
dias. As plantas com rega continua foram mantidas irrigadas conforme descrito anteriormente,
mantendo o substrato umido, proximo a 70% da capacidade de pote. No 30° dia foram
realizadas avaliacbes biométricas e analises bioguimicas e no 31° dia, as plantas submetidas a
restricdo hidrica foram reidratadas. Aos 45 dias (15 dias apds a retomada da rega) foram
realizadas novas avaliacdes biométricas e analises bioquimicas. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, organizado em arranjo fatorial com dois tratamentos de regime
hidrico (rega ou suspensao total de rega) e dois tipos de substrato (solo ou areia) mantendo-se

trés repeticdes por tratamento.

a. AvaliacGes do desenvolvimento

O crescimento foi avaliado aos 30 e 45 dias, correspondendo ao final do periodo de
restricdo hidrica e de reidratacdo, respectivamente. Foi realizada a medicdo da altura do caule
das plantas com o auxilio de régua, considerando-se a distancia entre o colo e o ponto de
insercdo da folha mais jovem expandida. Com esses valores foi determinada a altura do caule
(AC) e calculada a taxa de crescimento absoluto da altura do caule (TCA). A TCA foi
calculada conforme a formula: TCA = (Al,- Aly) / T, onde Al corresponde a altura do caule no
periodo de tempo T (Reis e Muller, 1979).
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As avaliacOes de emisséo e perda de folhas foram realizadas aos 30 dias durante a

restricdo hidrica e aos 45 dias, correspondendo ao 15° dia apds a retomada da rega. Com base

nos valores brutos de emisséo e perda de folhas, foi calculado o Balangco Foliar Relativo

(BFR) de acordo com a seguinte formula: BFR= (NF¢-NF;) / NF;, onde NF; corresponde ao

numero de folhas no tempo “i” (tempo inicial) e NF¢, o nimero de folhas no tempo “f” (tempo
final).

b. Avalia¢Ges bioquimicas

As analises das atividades enziméticas de SOD, APX e CAT foram realizadas aos 30 e
45 dias, compreendendo o final do periodo de estresse e da reidratacdo, respectivamente. Para
isso o terceiro par de folhas de M. urundeuva foi coletado e 0,2 g do material foram
macerados em nitrogénio liquido, onde foram adicionados aproximadamente 0,01g de
polivinilpolipirrolidona (pvpp) e em seguida homogeneizado em 2 mL de tampé&o de extracéo
(pH 7,0), contendo fosfato de potassio, 1,4 — dithiothreitol e &cido etilenodiamino tetra-
acetico. Posteriormente o macerado foi centrifugado a 10.000 g e 4°C por 20 minutos e 0
sobrenadante foi utilizado para as analises das atividades enzimaticas.

A atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi realizada
segundo proposto por Giannopolitis e Reis (1977). Uma mistura dos reagentes (1765 pL de
tampao fosfato de sodio — 85 mM; 780 uL de metionina — 50 mM; 225 uL de nitro blue
tetrazolium — 1 mM; 30 uL. de EDTA — 10 mM e 150 pL de riboflavina — 0,1 mM) foi
adicionada a 50uL do extrato da amostra em tubos de ensaio. Em seguida, os tubos foram
expostos a iluminacdo com lampadas fluorescentes (30 watts) por 5 minutos. Posteriormente
os tubos foram mantidos no escuro até o momento da leitura, a qual foi realizada em
espectrofotdmetro a 560nm e os resultados expressos em U SOD g™ massa fresca (MF).

A atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.1) seguiu conforme descricao de
Nakano e Asada (1981). Uma aliquota (75 pL) do extrato recebeu 1335 uL de tampao (fosfato
de potéssio 0,05M, com 0,001 M de EDTA, pH 6,0), 75 pL de ascorbato (0,01 M) e 15 pL de
perdxido de hidrogénio (0,1 M). As leituras foram realizadas em espectrofotdémetro a 290 nm,
com intervalo de 60 segundos A atividade foi calculada a partir do coeficiente de extin¢éo
molar para o ascorbato (2,8 mM™cm™) e expressa como pmol AsA g™ MF min™.

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6), seguiu metodologia proposta por Berrs e
Sizer (1952). Aos extratos das amostras (50 pL) foram adicionados 1390 pL do tampao
fosfato de potassio monobéasico (50m M — pH 7,0) e 60uL de peroxido de hidrogénio (500

mM). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 240 nm. A atividade enzimatica foi
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calculada a partir do coeficiente de extincdo molar para 0 H,0; (36 mM™ cm™) e expressa em
nmol H,0, g™ MF min™.

A mensuracdo dos teores de malondialdeido (MDA) e peroxido de hidrogénio (H2O,)
foram realizados a partir do mesmo extrato, o qual foi preparado utilizando-se 0,2 g de folhas,
as quais foram maceradas e homogeneizadas em 2,0 mL de &cido tricloroacético (1%) e em
seguida centrifugado a 2.000 g durante 10 min a 4 °C.

A anélise de MDA foi realizada segundo Heath e Packer (1968). Foram utilizados 250
ML do extrato os quais foram colocados em tubos criogénicos contendo 1 mL de solugéo de
acido tiobarbitarico (0,5%) e acido tricloroacético (20%). Os tubos foram mantidos em banho
seco por 30 minutos a 95°C e em seguida foram resfriados em banho de gelo e novamente
centrifugados por 10 minutos a 2.000 g. As leituras foram realizadas a 535 e 600 nm e 0s
resultados foram expressos em nmol.g™ MF.

O teor de H,O; foi determinado de acordo com o método de Loreto e Velikova (2001).
Uma aliquota do extrato (75 pL) foi adicionada a 1,75 mL de tampéo fosfato de potéssio (10
mM, pH 7,0) e 1,5 mL de iodeto de potassio (1M). O teor de H,O, foi medido a 390 nm em
espectrofotdmetro e expresso em pmol.g™ MF.

c. Anélise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, pelo software ASSISTAT versdo 7.7 beta
(Silva e Azevedo, 2016).

A analise dos Componentes Principais (PCA) foi realizada para verificar possiveis
agrupamentos e identificar as variaveis mais relevantes para a separacao dos grupos durante o
méaximo estresse. Os dados foram transformados (ranging) para padronizacdo devido as
diferentes escalas de magnitude. O nivel de importancia de cada componente principal foi
determinado através do modelo de Broken-stick. Os valores de correlacdo de cada variavel em
relacdo aos componentes principais também foram descritos. Essa analise foi realizada
utilizando o software Fitopac 2.1.2.85 (Shepherd, 2010).

3. Resultados

O balanco entre a emissdo e perda de folhas apresentou diferenca entre os tratamentos
de regime hidrico e tipo de substrato, onde as plantas no 30° dia de suspensdo da rega
apresentaram reducdo de 96,6% e 100% para as plantas cultivadas em solo e areia,

respectivamente (Figura 1A). Aos 45 dias (15 dias ap6s a retomada da rega), mesmo
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reidratadas, as plantas em areia apresentaram um BFR negativo (-0,09) em decorréncia de

maior perda de folhas nesse periodo (Figura 1B).
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Figura 1. Efeitos de dois regimes hidricos e dois tipos de substratos em plantas de
Myracrodruon urundeuva Allemdo aos 30 e 45 dias (15 dias apds retomada da rega),
respectivamente, no Balan¢o Foliar Relativo (BFR) (A-B), altura da planta (C-D); TCA (E-F)
e teor de H,0, (G-H). Letras diferentes, minusculas para os tipos de substratos e maidsculas
para os tipos de regime hidrico, indicam diferencas significativas (P < 0,05) de acordo com o

teste de Tukey.
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A disponibilidade hidrica influenciou no crescimento das plantas de M. urundeuva.
Houve diferenca significativa para a altura do caule aos 30 dias de suspensdo hidrica, com
reducdo de 11,85 cm (0 que corresponde a 57%) nas plantas com suspensdo de rega em
relacdo as plantas com rega continua (Figura 1C). A velocidade do crescimento também foi
afetada pelo déficit hidrico, com reducdo de 70% nas plantas com suspensdo de rega (Figura
1E). A retomada da rega ndo promoveu o restabelecimento do crescimento na altura do caule
e da velocidade do crescimento em plantas submetidas a restricdo hidrica (Figura 1D e F).

Foi verificado aumento (64%) no teor de H,O; nas plantas com suspenséo de rega em
relacdo as plantas com rega continua (Figura 1G), o que coincidiu com expressivas reducdes
no BFR em plantas deste tratamento, ocasionado pela absciséo foliar (Figura 1A). O aumento
nos teores de H,O, também foi acompanhado pelo aumento de 46% na atividade da SOD e de
31% na atividade da APX em plantas com suspensdo de rega em relacdo as plantas controle
(Figura 2A e E). Paralelamente, foi verificado o aumento de 35% na atividade da CAT nas
plantas com suspensdo da rega em solo (Figura 2C).

O teor de MDA nas plantas em areia com deficit hidrico foi oito vezes maior em
relacdo as plantas com rega continua (Figura 2G). Apds a retomada da rega, as plantas
submetidas a restricdo hidrica ainda apresentaram maiores teores de MDA em relagédo as
plantas com rega continua (Figura 2H). Quanto ao tipo de substrato as plantas cultivadas em
areia apresentaram reducdo de 36% nos teores de MDA em relacdo as plantas em solo
(Figuras 2H).

Foi verificado o aumento (33%) nos teores de H,O, nas plantas cultivadas em areia
aos 45 dias, independentemente do regime hidrico (Figura 1H), o que ndo parece ter sido
influenciado pela atividade da SOD, a qual apresentou médias iguais de 2,06 U.SOD g* MF
nas plantas cultivadas em areia com e sem restricdo hidrica. A atividade da SOD nas plantas
mantidas em solo com rega continua apresentou aumento de 35% (Figura 2B) em relacédo as
plantas em solo com suspensdo de rega. A atividade da APX ndo apresentou diferenca entre
os tratamentos no periodo de restabelecimento da rega, com médias variando entre 20.730 e
26.239 pmol AsA g™ MF min™ (Figura 2F). Comportamento diferente foi observado para a
CAT (Figura 2D), a qual apresentou aumento da atividade (33%) nas plantas submetidas a

restricdo hidrica.
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Figura 2. Efeitos de dois regimes hidricos sob dois tipos de substratos em plantas de
Myracrodruon urundeuva Allemao aos 30 e 45 dias (15 dias apds a retomada da rega),
respectivamente, na atividade das enzimas SOD (A-B), CAT (C-D), APX (E-F) e teores de
MDA (G-H). Letras diferentes, mindsculas para os substratos e maiusculas para 0s regimes
hidricos, indicam diferencas significativas (P < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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De acordo com a Analise dos Componentes Principais (PCA), verificou-se que no
periodo de restricdo hidrica, a distribuicdo das variaveis selecionadas representou variancia de
53,90% para o eixo 1 e de 26,74% para o eixo 2, totalizando 80,64% (Figura 3).

Através do eixo 1, pode-se observar que as plantas foram separadas de acordo com o
regime hidrico, enquanto que o eixo 2 separou as plantas de acordo com o tipo de substrato,
em que as plantas submetidas a supresséo da rega estdo localizadas no lado direito do gréfico.
As variaveis que mais contribuiram para a separacdo dos grupos em relacéo ao eixo 1 (regime
hidrico) foram a altura (-0,96), H,O, (0,96), TCA (-0,92) SOD (0,80) e APX (0,86), todas
com correlagdes muito fortes. Em relacdo ao eixo 2, apenas a atividade da CAT (0,89)
contribuiu para a ordenacgéo dos eixos em relacdo ao tipo de substrato (Figura 3).

SE

PC226,74%
CAT A
SE SE
Altura A A O Solo controle {SC)
D Areiacontrole (AC)
SOD A Soloestresse (SE)
SC v Areiaestresse (AE)
APX
AC
SCn PC153,90%
/S
T
AC
lAjc [] H202
SC
\/
v
MDA
AE

Figura 3. Analise dos componentes principais (PCA): altura, taxa de crescimento absoluto
(TCA), superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), perdxido
de hidrogénio (H,O;) e malondialdeido (MDA) em folhas de Myracrodruon urundeuva
Allemdo, cultivadas em casa de vegetacdo sob dois diferentes substratos (solo ou areia) e dois
regimes hidricos (rega continua=controle ou suspensao de rega = estresse) aos 30 dias de
cultivo.

Apo6s a retomada da rega, as varidveis em estudo apresentaram um padrdo de

distribuicdo distinto do periodo de restricdo hidrica (Figura 4). O eixo 1 representou 47,29%,
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254  separando os grupos de acordo com o tipo de regime hidrico e o eixo 2 com 34,89%
255  separando os grupos de acordo com o tipo de substrato, ambos totalizando 82,2%.
256 Apos a retomada da rega, a atividade da CAT (0,86), a TCA (-0,85), a altura (-0,83), e
257  aatividade das enzimas APX (0,78) e SOD (-0,70) foram as variaveis que mais contribuiram
258  para a separacdo dos grupos em relacdo ao eixo 1. Para o eixo 2, os teores de H,0; (-0,93) e
259 de MDA (0,79) foram os que mais contribuiram para a separacdo do eixo. A atividade da
260 SOD e a altura estiveram correlacionadas com as plantas cultivadas em solo com rega
261  continua
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Figura 4. Andlise dos componentes principais (PCA): altura, superéxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), peroxido de hidrogénio (H,O,) e
malondialdeido (MDA) em folhas de Myracrodruon urundeuva Alleméo, cultivadas em casa
de vegetacdo sob dois diferentes substratos (solo ou areia) e dois regimes hidricos (rega
continua=controle ou suspensédo de rega = estresse) aos 15 dias apds a retomada da rega.
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4. Discusséo

A absorcdo de &gua é importante para a manutengdo do turgor, resultando em forca
fisica necesséria para impulsionar a expansao celular, a qual € considerada um dos processos
mais sensiveis ao estresse hidrico em plantas, onde a reducdo no tamanho das células esta
correlacionada com a redugéo do crescimento das plantas (Feng et al. 2016; Hsiao, 1973).

Dependendo da intensidade e da duragdo, o déficit hidrico pode ocasionar a reducao
do crescimento na maioria das espécies, uma vez que a limitagdo de adgua € um dos principais
fatores que ocasionam estresse, restringindo a expansao celular (Anjum et al. 2017; Costa et
al. 2015; Anjum et al. 2011). Os impactos do deficit hidrico sobre os crescimento e
desenvolvimento das plantas foram observados através da reducdo na velocidade do
crescimento e na altura do caule das plantas durante a imposicdo do déficit hidrico e apos a
retomada da rega (Figura 1C e D) bem como na reducdo do balanco entre a emissao e perda
de folhas (BFR) (Figura 1A e B).

Redugbes no crescimento nas plantas submetidas a restricdo hidrica apos o
restabelecimento da rega podem estar atreladas ao investimento na emissao de folhas (Figura
2B e D) para maior captacdo de CO,, favorecendo a fotossintese (Pirani et al. 2009; Figueirda
et al. 2004).

Os menores valores para 0 BFR estdo relacionados com a maior ocorréncia de
abscisdo foliar, evento caracteristico da maioria das plantas da Caatinga, constituindo
formacdes vegetais caducifolias, como é caso de M. urundeuva. Essa estratégia reduz a area
de transpiracdo através da perda das folhas ao longo da estacdo seca (Sabino et al. 2016;
Barros e Soares, 2013). A ocorréncia de abscisdo foliar em condi¢des de restricdo hidrica ja
foi descrito para varias espécies (Japiassu et al. 2016; Goreta et al. 2007; Arndt et al. 2001;
Gomez-Cadenas et al. 1996; Davenport, et al. 1977). O processo de abscisao faz parte do ciclo
de desenvolvimento das plantas, o qual pode ser influenciado por fatores ambientais,
hormonais ou desencadeado por espécies reativas de oxigénio (EROs) (Liao et al. 2016;
Djanaguiraman et al. 2004; Taylor et al. 2001). A diminuicdo da disponibilidade hidrica pode
desencadear a producdo de H,O, a qual pode atuar como molécula reguladora do processo de
abscisdo foliar, conforme descrito em plantas de Capsicum baccatum e C. chinense
(Sakamoto et al. 2008). Moléculas de H,0, sdo produzidas na zona de abscisdo foliar e a
remocdo dessa ERO suprime a expressdo da enzima celulase e dessa forma suspende a
abscisdo foliar. A aplicacdo de H,O, na zona de abscisdo, por outro lado, promove a
expressdo da celulase e a abscisdo foliar. O H,0O, apoplastico funciona como uma molécula

sinalizadora em resposta ao estresse, levando a ativagdo e regulacdo de mecanismos de defesa
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nas plantas, tais como a atividade de enzimas antioxidantes (Zhang et al. 2009; Shi et al.
2015; Miller et al. 2010).

O sistema de defesa enziméatico exerce importante funcdo no alivio de tensbes
ambientais como a seca (Anjum et al. 2017; Kamangar e Haddad, 2016; Niu et al. 2013).
Logo, a capacidade das plantas para suportar os efeitos danosos do estresse induzido durante
condi¢des de restricdo hidrica esta relacionada a capacidade de eliminacdo de EROs através
do sistema de defesa antioxidante (Bényai et al. 2017; Kusvuran e Dasgan, 2017; Xu et al.
2014). Maior atividade da APX nos tratamentos de restricdo hidrica (Figura 3E) caracteriza
uma das estratégias de defesa utilizadas por M. urundeuva em condi¢des de déficit hidrico,
evidenciando a alta afinidade dessa enzima para o efetivo controle dos teores de H,0,
(Cuypers et al. 2016), a qual apresentou correlagdo muito forte e positiva (r = 0,85) com os
teores de H,0,. A correlagdo muito forte e positiva (r = 0,813) entre as atividades das enzimas
SOD e APX durante o periodo de restricdo hidrica, indicam uma perfeita sincronia no
controle de EROs, uma vez que a SOD atua na formacdo de H,O, e a APX na eliminacao
dessa ERO (Zandalinas et al. 2017).

Em condic¢Oes de limitagdo hidrica, a resposta do sistema antioxidante enzimatico
dependera do grau de déficit hidrico ao qual as plantas foram submetidas. O aumento na
atividade da CAT (Figura 2C) em plantas com restricdo hidrica e mantidas em solo
caracteriza a efetiva participacdo do sistema de defesa antioxidante no controle dos teores de
H,0,, uma vez que o aumento na atividade da CAT, bem como de outras enzimas
antioxidantes esta relacionado com a eficiéncia nos mecanismos de eliminacdo de EROs em
plantas sob estresse (Zandalinas et al. 2017; Zhang e Kirkham, 1994).

Oliveira et al. (2014), avaliando as habilidades ecofisiolégicas em Anadenanthera
colubrina e Prosopis juliflora, duas espécies de floresta tropical seca, verificaram, em uma
delas, maior atividade das enzimas APX e CAT em condicGes de seca, reconhecendo esta
resposta, como um mecanismo de protecdo contra danos oxidativos causados pela alta
producédo de EROs.

Em condicgdes de estresse, a maior acumulacdo de EROs pode ocasionar oxidacéo de
proteinas, inibicdo de atividade enzimatica, danos oxidativos aos acidos nucleicos e danos
severos nas membranas bioldgicas, podendo, este Ultimo, podendo ser avaliado através do
acumulo de MDA (Anjum et al. 2017; Tamburino et al. 2017; Cekic et al. 2016). As plantas
em condicdes de restricdo hidrica em areia apresentaram os maiores teores de MDA aos 30
dias de deficit hidrico (Figura 2G), caracterizando maior peroxidacédo lipidica. Esse resultado
pode estar relacionado a menor atividade da SOD nas plantas em areia com suspensao de rega

nesse mesmo periodo (Figura 2A), uma vez que essa enzima é responsavel pela conversdo do
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‘0O, a H,0; (Evaristo de Deus et al. 2015; Gill e Tuteja, 2010). Portanto, a ndo dismutacdo
desse radical pode levé-lo a reduzir ions Fe** a ions ferrosos (Fe?*) que podem reagir com
moléculas de H,0, e formar o radical hidroxila (OH), um dos principais responsaveis pela
peroxidacdo lipidica (Sewelam et al. 2016; Gill e Tuteja, 2010). Tal informacdo pode
justificar a correlacdo muito forte e positiva entre os teores de MDA e H,0; nesse periodo
(0,82). Os teores de MDA apresentaram correlagdo muito forte e negativa com a altura do
caule (r = - 85) no periodo de restricdo hidrica. O estresse hidrico além de limitar a
assimilacdo de CO,, pode acarretar danos no centro de reacao do fotossistema Il. Uma vez que
a limitacdo de CO, favorece a aceitacdo de elétrons pelo O, ocorre a formacgédo e acimulo de
EROs, desencadeando danos as membranas por meio da peroxidacao lipidica, acompanhado
da reducdo na atividade fotossintética, comprometendo o crescimento das plantas em
condi¢des de déficit hidrico (Figueir6a et al. 2004; Smirnoff, 1993).

A tendéncia na reducédo da atividade enzimatica de APX e SOD aos 45 dias (15 dias
apos a retomada da rega) (Figura 2 B e F) sinaliza uma fase de recuperacdo ao estresse no
estabelecimento de um novo padréo fisioldgico (Lichtenthaler, 1996) entre a geracéo e a
eliminacdo de EROs nesse periodo (Upadhyaya et al. 2008).

Apo0s a retomada da rega, os elevados teores de H,O, nas plantas cultivadas em areia
(Figura 1H) evidenciam que a origem desta ERO ndo provém apenas da dismutacdo do
radical superoxido (*O) pela SOD (Figura 2B), uma vez que o H,O; pode ser produzido por
diferentes vias nas plantas (Choudhury et al. 2017; Jajic et al. 2015; Ben Rejed et al. 2015;
Miller et al. 2010; Zhang et al. 2009).

A atividade da SOD apresentou correlacdo muito forte e positiva (r = 0,826) com a
altura do caule. Essa enzima caracteriza uma das vias de formacdo do H,O, o qual
desempenha funcdo no crescimento e alongamento celular assim como o O;". O H,0; é
acumulado na zona de expansdo e alongamento de células meristematicas, onde o gradiente
de H,0; e O,", € determinante para o alongamento e proliferacdo celular (Singh et al. 2016;
Wells et al. 2010). Esse papel desempenhado pelo H,O, pode justificar a correlacdo muito
forte e negativa entre a alta atividade da CAT (Figura 2D) e a altura (r = -0,941), uma vez que
a CAT atua na remocéo do H,O..

Em relacdo a peroxidacéo lipidica, embora o teor de MDA tenha se mantido maior nas
plantas reidratadas, foi observada a reducdo de 56% nos teores de MDA nesse tratamento
entre o periodo de restricdo hidrica e de retomada da rega (Figura G e H). Esse resultado
evidencia que a duracdo e a intensidade do estresse imposto ndo levaram as plantas a fase de
exaustdo, sendo o agente estressante suprimido durante a fase de resisténcia, na qual foi

observada mudanca no ambiente redox intracelular, com a recuperagdo dos danos causados as
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membranas em condic¢des de déficit hidrico (Kranner et al. 2010; Lichtenthaler, 1996). Esses
dados corroboram com os resultados encontrados por Queiroz et al. (2002) para os teores de
MDA em plantas de M. urundeuva com um ano de idade, reidratadas ap6s 14 dias de restri¢do
hidrica.

Os agrupamentos na PCA para as sete variaveis analisadas evidenciam que durante o
periodo de déficit hidrico a variavel altura (-0,96), o teor de H,O; (0,96), a TCA (-0,92) e a
atividade das enzimas SOD (0,80) e APX (0,86), apresentaram maior poder segregativo e
foram responsaveis pelos agrupamentos desenvolvidos entre os regimes hidricos, separados
pelo regime hidrico (eixo 1) (Figura 3).

A disponibilidade hidrica € um importante fator que limita o crescimento vegetal em
florestas tropicais sazonais secas, como a Caatinga. A ocorréncia de déficit hidrico nesse tipo
de formacdo vegetacional ocorre principalmente pelo complexo sistema de formacdo de
chuvas, pela disposicdo de chapadas e serras, que interceptam as frentes mais Umidas e pela
maior variabilidade dos solos, estes, com maior ou menor capacidade de retencdo hidrica, por
conta de diferentes profundidades e texturas (Sampaio, 2010).

As formas de distribuicdo das variaveis estudadas indicam que as respostas das plantas
ao enfrentamento das condicdes de restricdo hidrica apresentam importante associacdo com as
caracteristicas intrinsecas dos substratos utilizados, por exemplo, a composicao
granulometrica e a presenca de M. O.

A quantidade de M.O. no solo (2,79%) (Tabela 1) constitui uma caracteristica
importante que pode influenciar na capacidade de retengdo da agua, promovendo a
manutencdo da disponibilidade hidrica nas plantas submetidas a restricdo hidrica (Rocha et al.
2016; Dantas et al. 2009). Cunha et al. (2005), avaliando o efeito de diferentes tipos de
substrato na qualidade de mudas de Tabebuia impetiginosa, observaram efeito positivo na
altura das mudas cultivadas em substratos com maior percentual de composto organico,
justificado por estar relacionado com a maior disponibilidade de nutrientes, tais como P, Ca,
Mg e K. Avaliando o efeito de diferentes tipos de substrato sobre o crescimento da
catingueira, Dantas et al. (2009) ressaltam a importancia que o tipo de substrato pode exercer
no crescimento de espécies florestais e observaram que os substratos que mais propiciaram o
crescimento da catingueira foram os que apresentavam solo em sua composi¢do. Analisando
os atributos do solo sobre a produtividade de Pinus taeda, Rigatto et al. (2005), observaram
que os solos de textura argilosa, independentemente da classe, propiciaram maior crescimento
da espécie.

Rodal et al. (2008) avaliando parametros fisiondmicos e a composicdo de espécies

lenhosas em quatro areas distribuidas em trés tipos fisionbmicos de caatinga verificaram que a
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vegetacdo de Caatinga em solo arenoso apresentou elementos floristicos peculiares, enquanto
aquelas situadas proximo ao rio incorporaram elementos floristicos de florestas Umidas. As
diferencas litoldgicas, tanto em uma escala regional como em uma local, contribuem para o
diversificado mosaico vegetacional na Caatinga, 0 que é resultante das respostas das plantas
as variacOes ambientais (Rodal et al. 2008).

O crescimento de plantas de M. urundeuva Allemdo em solo pode ter sido favorecido
por uma zona Umida, influenciando na ativacdo da atividade de SOD, APX e CAT sobre a
reducdo dos danos causados pelo déficit hidrico nas plantas, ao passo que nas plantas
cultivadas em areia a intensidade da escassez hidrica pode ter sido mais severa devido a baixa
capacidade de retencdo hidrica. O rapido declinio da disponibilidade hidrica no substrato
exerce influéncia direta sobre a transpiracdo. Uma vez que ocorre o fechamento estomatico
para reduzir a perda de &gua, ocorre a limitacdo na assimilacdo de CO, que pode
comprometer o processo fotossintético, favorecendo a geracdo e o acumulo de EROs e o
processo de peroxidacdo lipidica (Costa et al. 2015; Queiroz et al. 2002; Mahoney e Rood,
1992).

Apos a retomada da rega, as variaveis em estudo apresentaram novos padrdes de
distribuicdo (Figura 4). O sistema de defesa antioxidante, representado principalmente pelas
atividades da APX e CAT esteve associado as plantas submetidas a restricdo hidrica. A
associagdo da atividade da CAT (r=0,86) com o eixo 1 demonstra que o restabelecimento da
rega ativou o sistema de defesa antioxidativo nas plantas cultivadas em areia sob déficit
hidrico. Os diferentes arranjos na ordenacdo das atividades enzimaticas da APX e CAT nas
plantas cultivadas em solo ou areia ap0s a reidratacdo confirmam que o tipo de substrato
influenciou na intensidade do déficit hidrico imposto, devido as suas caracteristicas
granulomeétricas, refletindo na recuperacdo das plantas. Essas enzimas sdo responsaveis pelo
controle dos teores de H,O, na célula, e cada uma atua de acordo com suas particularidades,

como localizacédo celular e afinidade pelo substrato (Nath et al. 2016; Gill e Tuteja, 2010).

5. Conclusdes

O cultivo em solo proporciona melhor desenvolvimento das plantas em condicdes de
rega continua.

As plantas cultivadas com rega continua em solo tiveram aumento na atividade da
SOD em relacéo aquelas em areia.

O déficit hidrico reduz o crescimento de plantas de M. urundeuva Allemao

independente do substrato utilizado.
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O aumento na atividade das enzimas SOD e APX em plantas sob condi¢Ges de déficit

hidrico é uma eficiente estratégia de defesa antioxidativa de M. urundeuva para a eliminacéo
de EROs.

Quando reidratadas, as plantas cultivadas em areia com déficit hidrico reduzem os

teores de MDA e ativam do sistema antioxidante, apontando a eficiéncia no sistema de defesa

na eliminacéo dos efeitos danosos do estresse oxidativo provocado pela condicdo de restricéo

hidrica.
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ESTRATEGIAS BIOQUIMICAS E MORFOFISIOLOGICAS DE PLANTAS DE
Myracrodruon urundeuva Allemao SOB DEFICIT HIDRICO

A ser enviada ao periédico Plant Physiology and Biochemistry
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Estratégias bioguimicas e morfofisioldgicas de plantas de Myracrodruon
urundeuva Allem&o sob déficit hidrico

L. M. SOUZA?®, M. R. BARBOSA ¢, L. PALHARES NETO? C. ULISSES** T.
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? Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais, Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife, Pernambuco, 52171-900, Brasil

* Autor correspondente e-mail: claulisses@gmail.com
Resumo

Diante da importancia ecolégica, social e econdmica de Myracrodruon
urundeuva Allemdo, objetivou-se investigar as estratégias dessa espécie no
enfretamento a seca durante a fase inicial de desenvolvimento. Plantas com dois meses
de idade foram cultivadas em condicdes de rega continua (RC) ou suspenséo total da
rega (SR) por 20 dias. Apos esse periodo, as plantas foram reidratadas por 20 dias. As
avaliacBes foram feitas aos 20 e 40 dias, final da restricdo hidrica e do restabelecimento
da rega, respectivamente. Foram avaliadas variaveis fisiol6gicas, bioguimicas e
anatdbmicas. O déficit hidrico ocasionou senescéncia seguida por abscisdo foliar,
refletindo em reducdes de 25 e 85% no balanco foliar relativo (BFR), no periodo de
restricdo hidrica e de reidratagdo, respectivamente. O crescimento em altura foi afetado
negativamente pelo déficit hidrico, com redugdo de 37%. A reducdo na espessura do
mesofilo foi acompanhada da diminuicdo de 7,6% nos teores de clorofilas totais. O
déficit hidrico afetou o metabolismo de carboidratos, alterando a dindmica dos
componentes celulares, reduzindo o metabolismo durante o periodo de restricdo hidrica
com répido retorno as atividades fenoldgicas ap6s a reidratacdo. As atividades
enzimaticas foram maiores no periodo de reidratacdo. Ndo houve aumento na
peroxidacado lipidica nas plantas submetidas ao deficit hidrico. A reducdo no perimetro
estomético no periodo de restri¢do hidrica constitui uma das estratégias para reduzir a
perda de agua por transpiracdo. A restri¢do hidrica afeta processos do metabolismo na
fase inicial de desenvolvimento da espécie, levando a uma fase de laténcia até que as

condi¢cdes ambientais sejam favoraveis.

Palavras chave: Crescimento, carboidratos, enzimas, aroeira, anatomia
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1. Introducéo

O dominio ecogeografico da Caatinga é caracterizado por apresentar terrenos
sedimentares com solos rasos, pouco desenvolvidos e com fraca capacidade de retencédo
de &gua, irregularidade das chuvas, com um periodo quente e brevemente chuvoso, ideal
para a reproducdo das plantas e outro periodo seco, praticamente sem chuvas, onde as
plantas suportam cerca de 8 a 10 meses secos por ano (Santos et al. 2014; 2017;
Amancio Alves et al. 2009). Devido as suas caracteristicas particulares, a Caatinga
apresenta espécies de plantas adaptadas ao déficit hidrico, caracterizada por vegetacdo
xerdfila e caducifolia, com sistema radicular bem desenvolvido, com fechamento
estomatico nos periodos mais quentes do dia reduzindo a transpiracdo (Maia et al. 2017;
Moura et al. 2016; Giulliete et al. 2010). Outros mecanismos utilizados pelas plantas em
condicBes de escassez hidrica sdo as variagdes na composicao da cera epicuticular, na
densidade estomaética, tecidos armazenadores de &gua e presenca de tricomas que
constituem mecanismos de alta eficiéncia no uso da dgua sob condicdes de seca (Maia
et al. 2017; Meira et al. 2017; Ribeiro et al. 2017; Santos et al. 2014; Barros e Soares,
2013).

Em condigdes de déficit hidrico sdo evidentes os ajustes nos teores de
carboidratos, proteinas, aminoacidos, clorofilas e carotenoides, com a finalidade de
proteger as celulas contra os efeitos danosos do déficit hidrico. As modula¢des nos
teores de carboidratos e aminodcidos, por exemplo, podem influenciar no ajuste
osmético, atuando como moléculas osmoprotetoras, agindo contra os efeitos negativos
do déficit hidrico ou como sinalizadoras, prevenindo contra o estresse oxidativo (Vieira
et al. 2017; Qiu et al. 2014; Santos et al. 2014; Smeekens et al. 2009; Nishizawa et al.
2008).

A reducéo na disponibilidade hidrica pode induzir efeitos sobre a sinalizagdo
oxidativa em plantas, particularmente em relacdo ao metabolismo fotossintético e as
respostas ao estresse ambiental, onde a capacidade das plantas para controlar os niveis
de oxidantes esta altamente correlacionada com sua tolerancia (Munné-Bosch et al.
2013). Um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode
provocar oxidacdo parcial ou total de componentes celulares, incluindo lipidios de
membrana, danos ao DNA e ao aparelho fotossintético, induzindo alteracdes no estado
redox celular (Anjum et al. 2011; Kar, 2011).

Devido aos papeis multifuncionais das EROs, as células necessitam controlar os

niveis dessas moléculas para evitar danos oxidativos, e para isto as plantas
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desenvolveram um sistema de defesa antioxidante. Componentes enzimaticos, tais como
superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) e 0s nédo
enzimaticos, por exemplo, carotenoides, ascorbato e glutationa, fazem parte desse
sistema, atuando na prevencdo dos danos oxidativos, evitando o acumulo de EROs e
garantindo assim o funcionamento normal das células (Anjum et al. 2017; Labudda et
al. 2014; Munné-Bosch et al. 2013; Prochazkova e Wilhelmova, 2007).

Entender as variaveis que promovem maior ou menor estabilidade de espécies
em ambientes de clima arido ou semiarido como a Caatinga, € essencial para 0 uso
sustentavel dos recursos naturais sem perda da biodiversidade (Moura et al. 2016).
Embora seja uma espécie adaptada as irregularidades do clima na regido do nordeste
brasileiro, Myracrodruon urundeuva Allemao (Freire Allemdo, 1862) encontra-se na
lista vermelha de espécies da flora ameacadas de extincdo (MMA, 2008) e até o
momento ndo ha estudos acerca das estratégias bioquimicas utilizadas por essa espécie
na fase inicial de desenvolvimento em condigdes de restri¢do hidrica.

M. urundeuva € uma espécie da Caatinga pertencente a familia Anacardiaceae,
sendo considerada uma arvore de grande valor econdmico devido as propriedades
quimicas da casca, a qual apresenta elevado teor de taninos, sendo seu principal uso na
medicina popular, devido as suas propriedades cicatrizante e anti-inflamatéria. Novas
pesquisas apontam para os efeitos neuroprotetores dessa espécie, com potencial para uso
no tratamento da doenca de Parkinson (Viana et al. 2014). Além disso, o tronco é muito
empregado na construgdo civil, pois sua madeira destaca-se por ser praticamente
imputrescivel, com grande resisténcia aos decompositores, ja as suas folhas podem ser
utilizadas como forragem (Pereira et al. 2014; Machado e Oliveira, 2014; Lucena et al.
2011). O uso da aroeira na recuperacdo de areas contaminadas por niveis elevados de
elementos no solo (Gomes et al, 2013) e de areas degradadas também tem sido citados
(Lima et al. 2017; Silva et al. 2015; Pereira et al. 2014b).

Diante da importancia ecologica, social e econémica de M. urundeuva,
objetivou-se identificar e descrever as estratégias utilizadas por essa espécie no

enfretamento a seca durante a fase inicial de desenvolvimento.

2. Material e Métodos

A pesquisa foi realizada entre os meses de junho e julho de 2016 em casa de
vegetacdo da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizada no
municipio de Recife (PE), situada sob as coordenadas geograficas de 8°00°55.3”’S e
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34°57°04.8°W. Foram utilizadas plantas de M. urundeuva com dois meses de idade
provenientes da germinacdo de didsporos obtidos no Instituto Nacional do Semiarido
(INSA) no municipio de Campina Grande, Paraiba. Os diasporos foram colocados para
germinar em bandejas plasticas contendo uma camada de aproximadamente 4 cm, de
areia lavada e esterilizada em estufa a 200°C por 120 minutos. Aos 15 dias apds a
germinacdo, foram selecionadas plantulas com altura média de 2,0 cm e transplantadas

para sacos plasticos de polietileno, com capacidade para 500mL contendo areia lavada.
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Figura 1. Déficit de pressdo de vapor (DPV) durante os 40 dias experimentais em casa
de vegetacdo da UFRPE durante os meses de junho e julho de 2016.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacao recebendo agua (100mL a cada
dois dias) e solucdo nutritiva & base de Kristalon® e Calcinit® (¥ concentracdo iénica
dos sais), uma vez por semana. Com os dados de temperatura do ar (Tar) e umidade
relativa (UR), foi calculado o déficit de pressdo de vapor (DPV) durante o periodo de
conducdo do experimento (Figura 1). Ao completarem dois meses (60 dias apos a
germinacdo), as plantas foram submetidas a dois tratamentos hidricos: rega continua
(RC) mantendo a capacidade de pote em 70% e um tratamento com restricdo hidrica
(RH) mediante a suspensdo total da rega, por 20 dias. No 21° dia do inicio da
diferenciacdo dos tratamentos, as plantas submetidas a restricdo hidrica foram irrigadas
com agua.

O déficit de pressao de vapor (DPV) (Tetens, 1930) foi calculado como:
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DPV = es-€,

Onde e, é pressdo de vapor saturada (kPa), e e, € a pressao real de vapor (kPa), os quais

foram calculados pelas seguintes equacfes (Machado et al. 2016):

1T % ™
237 54T,

e. =0611x10

(URxe,)
100

{J

[4)

Em que T, é a temperatura do ar (°C) e UR é a umidade relativa do ar (%).

2.1. AvaliacOes de crescimento e producdo de biomassa
O crescimento foi avaliado por meio da medicdo da altura do caule (AC) com o
auxilio de régua milimetrada, considerando-se a distancia entre o colo e o ponto de

insercdo da folha mais jovem completamente expandida.

A biomassa fresca da parte aérea e das raizes foi determinada nas plantas recém-
coletadas. Em seguida, o material vegetal foi colocado em estufa de aeragédo forgada a
65 £ 5 °C, até peso constante, para determinacdo da biomassa seca. A avaliagdo do
ganho de biomassa foi feita calculando a diferenca entre os pesos da matéria fresca e

seca, expresso em grama (Figueirda et al. 2004).

2.2. Avaliac0es fisioldgicas

O conteudo relativo de agua (CRA) foi determinado de acordo com o proposto
por Fidalgo et al. (2004). Discos foliares com 10 mm de didmetro foram coletados para
a determinacdo da massa fresca (MF) com uso de balanca analitica de precisdo. Em
seguida, os discos foram imersos em agua deionizada em placas de Petri por 6 horas.
Posteriormente, foi realizada breve secagem dos discos em papel toalha, para a remocéo
do excesso de agua e obtencdo da massa tdrgida (MT). A massa seca (MS) foi
determinada apos secagem dos discos a 75 °C por 48 horas em estufa de aeracdo
forcada. O CRA foi estimado pela equacdo: CRA = (MF — MS) / (MT — MS) x 100.

A percentagem de dano de membrana foi estimada a partir do extravasamento de

eletrolitos, segundo adaptacdo da metodologia de Azevedo et al. (2008). Dez discos
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foliares com 5,0 mm de didmetro foram imersos em 20 mL de &gua destilada, em tubos
de ensaio por 24 horas a 25 °C, quando entdo foi medida a condutividade elétrica livre
(CL) com o auxilio de um condutivimetro. Em seguida, os tubos de ensaio foram
colocados em banho-maria por uma hora a 100 °C. Apds o banho, os tubos esfriaram a
temperatura ambiente e entdo se realizou a segunda leitura de condutividade elétrica. O
percentual de danos nas membranas (PD) foi estimado a partir das leituras (L) no

condutivimetro, pela equacdo: PD = (L1/L2) x 100.

2.3.  Avaliagdes bioguimicas

O teor de clorofila e carotenoides totais foi determinado a partir da maceracao de
0,1g de folhas frescas em acetona (80%), completando-se o volume para 12,5mL. O
extrato obtido foi filtrado em tela de nailon de malha fina e em seguida centrifugado por
5 minutos a 2.000 g. As leituras espectrofotométricas para determinacdo do teor de
clorofila foram realizadas a 645 e 663 nm (Lichtenthaler, 1949) e para carotenoides as
leituras foram feitas em 470 nm (Lichtenthaler, 1987). Os resultados foram expressos
emmg. g * MF.

O teor de carboidratos sollveis totais, sacarose, aminoacidos livres totais e
fendis totais foram determinados a partir de um Unico extrato. Utilizaram-se 0,2 g de
folhas frescas que foram maceradas em etanol a 80%. O extrato foi filtrado em tela de
nailon para baldo volumétrico de 25 mL, e em seguida armazenado em refrigerador
(10°C) até o momento das analises.

A determinacéo do teor de carboidratos sollveis totais foi realizada de acordo
com o proposto por Yemm e Willis (1954), com adaptacdes de Bezerra Neto e Barreto
(2011). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 620nm e o teor de
carboidratos sollveis totais foi expresso em mg. g *MF.

A mensuracdo do teor de sacarose foi feita conforme proposto por Handel
(1968). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 620 nm e o teor de sacarose
foi expresso em mg. ¢ 1 MF.

A determinacdo do teor de aminoacidos livres totais foi realizada de acordo com
Yemm e Cocking (1955). As leituras foram realizadas em espectrofotometro a 570 nm e
0s resultados expressos em mg. g - MF.

O teor de fenodis totais foi determinado conforme metodologia proposta por
Magalhées et al. (1997). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 720 nm e 0s

resultados expressos em mg. g * MF.
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O teor de proteinas solveis, bem como as atividades enziméticas de SOD, APX e
CAT foi realizado utilizando o terceiro par de folhas coletado. Foram macerados 0,2 g
do material vegetal em nitrogénio liquido e adicionados aproximadamente 0,01 g de
polivinilpolipirrolidona (pvpp). Em seguida, homogeneizou-se em 2 mL de tampéo de
extracdo (pH 7,0), contendo fosfato de potéssio, 1,4 — ditiotreitol e &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA). Posteriormente o macerado foi centrifugado a 10.000 g a 4 °C,

por 20 minutos e o sobrenadante foi utilizado para as analises.

O teor de proteinas solUveis totais foi obtido segundo o método proposto por
Bradford (1976). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 595 nm e os
resultados foram expressos em mg.mL™.

A atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi analisada
segundo o método proposto por Gianolitis e Reis (1977). A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro a 560 nm e os resultados expressos em U SOD g™ massa fresca
(MF).

A atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.1) foi analisada conforme
proposto por Nakano e Asada (1981). As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro a 290 nm, com intervalo de 60 segundos A atividade foi calculada a
partir do coeficiente de extingdo molar para o ascorbato (2,8 mM™ cm™) e expressa
como pmol AsA g MF min™,

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6), foi verificada conforme
metodologia proposta por Berrs e Sizer (1952). As leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro a 240nm e a atividade enzimatica foi calculada a partir do coeficiente
de extingdo molar para 0 H,0, (36 mM ™ cm™) e expressa em nmol H,0, g* MF min™.

A mensuracdo dos teores de malondialdeido (MDA) e peroxido de hidrogénio
(H20,) foram realizados a partir do mesmo extrato, o qual foi preparado utilizando-se
0,2 g de folhas, as quais foram maceradas e homogeneizadas em 2,0 mL de acido
tricloroacético (1%) e, em seguida, centrifugadas a 2.000 g durante 10 min a 4 °C.

Os teores de peroxido de hidrogénio (H,O;) foram determinados de acordo com
método proposto por Loreto e Velikova (2001). As leituras foram feitas a 390 nm em
espectrofotdmetro e os resultados expressos em pumol. g * MF.

A anélise de MDA foi realizada segundo Heath e Packer (1968). As leituras foram

realizadas a 535 e 600 nm e os resultados foram expressos em nmol g™ MF.
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2.4. AvaliacOes anatdbmicas

Para avaliacdo da densidade estomatica e de tricomas, e do perimetro estomatico
foram confeccionadas laminas pelo método de Franklin (1945). Foram utilizadas
amostras de tecido fresco do limbo foliar, com aproximadamente 1 cm?. Para tanto, as
amostras foram fixadas em solucdo de FAA 70 por 48 horas, e em seguida, mantidas em
solucdo de alcool etilico (70%) até o processamento. Posteriormente, foi realizada a
dissociacdo da epiderme foliar colocando as amostras em frascos contendo solugédo de
acido acético glacial e peréxido de hidrogénio (1:1) (Franklin, 1945). Os frascos foram
mantidos em estufa a temperatura de 60 °C por 24 horas. Apds este processo, as
epidermes foram lavadas com agua destilada, coradas com safranina e azul de metileno
e montadas em glicerina (50%). Posteriormente, as laminas foram fotografadas em
microscopio ptico Top Light B2 (Bel®, videomicroscopio), em objetiva de 40, onde
foram analisados 20 campos por tratamento. Para as avaliacdes foi utilizado o programa
ImageJ (Scheneider et al. 2012).

Para a avaliacdo da regido mediana da lamina foliar, a fim de visualizar os
tecidos e os feixes vasculares, foram confeccionadas laminas a partir de material vegetal
fixado em solugcdo de FAA 70, os quais foram desidratados em série alcodlica e
incluidos em parafina (Johansen, 1940). Os cortes (6um) foram realizados em
micrétomo manual rotativo (Lupetec®, modelo MRPO09), corados em solugdo de
safranina e azul de alcian (Buskatsch, 1972) e montadas em Entellan®. Em seguida as
laminas foram fotografadas em microscépio 6ptico Top Light B2 (Bel®,

videomicroscopio) e analisadas através do programa ImageJ (Scheneider et al. 2012).

2.5. Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com dois tratamentos
de regime hidrico (com rega ou suspensdo total de rega) e trés repeticdes. Todas as
avaliacOes foram realizadas aos 20 e 40 dias, compreendendo o periodo de restrigdo
hidrica e 20 dias apds a retomada da rega, totalizando 40 dias experimentais.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, pelo software ASSISTAT versao 7.7
beta (Silva e Azevedo, 2016).
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3. Resultados
O déficit hidrico imposto as plantas de M. urundeuva ocasionou senescéncia

foliar (Figura 2B), evento tipicamente observado em plantas em condi¢des de limitacdo

hidrica, apresentando coloracdo marrom-avermelhada nas folhas senescentes.

Figura 2. Plantas de Myracrodruon urundeuva Allem&o cultivadas sob rega continua
(A) e com suspensao de rega (B) aos 20 dias de suspensdo da rega e aos 20 dias ap0s o
restabelecimento da rega (plantas com rega continua (C) e reidratadas (D)).

A abscisdo foliar, outro evento fisioldgico observado nas plantas com suspensédo
de rega, representaram reducdes de 25 e 85% no balanco foliar relativo (BFR) para o
periodo de restricdo hidrica e de reidratacdo, respectivamente (Figura 3). O BFR
negativo nas plantas com suspenséo hidrica aos 40 dias esta relacionado com o aumento

da abscisdo foliar nesse periodo (Figura 3B).

A 0.5 B 0.8

0.4 0.6

0.3 0.4

relativo

0.2 0.2

Balanco foliar

0.0 T -0.2-
b

Rega continua Suspensdo de rega Rega continua Suspensdo de rega

- 20 dias - - 40 dias -

Figura 3. Balango Foliar Relativo (BFR) em plantas de Myracrodruon urundeuva
Allemdo cultivadas em casa de vegetacdo sob dois regimes hidricos aos 20 dias de
restricdo hidrica e aos 40 dias (20 dias apds a retomada da rega).
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275 O déficit hidrico ocasionou reducdo de 7,6% no teor de clorofilas totais nas
276  plantas submetidas a restricdo hidrica (Tabela 1). Apds o restabelecimento da rega, 0s
277  teores de clorofilas totais ndo diferiram, com médias de 0,65 e 0,59 mg.g*MF para as
278  plantas com rega continua e reidratadas, respectivamente (Tabela 1). De maneira oposta,
279 0 teor de carotenoides (CAR) ndo apresentou diferenca entre os regimes hidricos
280  durante todo o periodo experimental (Tabela 1).

281 O teor de proteinas sollveis totais (PST) foi reduzido em 50,25% nas plantas
282 com restricdo hidrica durante o periodo de imposicdo do estresse. Com o0
283  restabelecimento da rega as plantas reidratadas apresentaram maior teor de PST, com
284  aumento de 56,46% em relacdo as plantas com rega continua (Tabela 1).

285 O conteddo relativo de agua (CRA) foi uma das variaveis mais afetadas pelo
286  regime hidrico. No periodo de imposicdo do déficit hidrico as plantas em condicdes de
287  restricdo hidrica apresentaram reducdo de 31,7% no CRA em relacdo as plantas com
288  rega continua (Tabela 1). Apos a retomada da rega, houve recuperacdo nos valores de
289 CRA, com médias de 79% e 74% para plantas com rega continua e reidratadas,
290  respectivamente.

291

292  Tabela 1. Teor de clorofila total (ChIT), carotenoides (CAR), proteinas solUveis totais
293 (PST) e conteudo relativo de &agua (CRA) em plantas de Myracrodruon
294  urundeuva Allemé&o cultivadas em casa de vegetacdo sob dois regimes hidricos: rega

295  continua (RC) e suspensdo de rega (SR) aos 20 dias de restri¢do hidrica e aos 40 dias
296 (20 dias ap0s a retomada da rega).

ChIT (mg.g*MF CAR (ug.mL? PST (mg.mL™* CRA (%
TRATAMENTOS (mg.g~"MF) (Mg ) (mg ) (%)

20dias 40dias 20dias 40dias 20dias 40dias 20dias 40 dias

Rega continua (RC) 0,52a 065a 603a 667a 057a 044b 9562a 7897a
Suspensdo derega(SR) 0,48b 059a 6,16a 6,20a 028b 0,70a 63,92b 73,77a

CV% 1,63 9,81 8,65 8,39 7,06 1597 16,72 12,50
297 Médias nas colunas, seguidas de letra igual ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
298
299 O déficit hidrico imposto as plantas de M. urundeuva reduziu o crescimento em

300 altura do caule em 37% (Tabela 2). O restabelecimento da rega ndo resultou na
301 retomada adequada do crescimento, sendo verificada reducdo 51% no crescimento do
302  caule nas plantas reidratadas (Tabela 2).

303 Ao final do periodo de restricdo hidrica, a biomassa seca da parte aérea e raiz

304 foram maiores nas plantas com rega continua, enquanto as plantas com suspensao de
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rega apresentaram reducdes de 25,6 e 32,6%, na biomassa seca da parte aérea e raiz,
respectivamente (Tabela 2).

A restricdo hidrica imposta, entretanto, ndo comprometeu a recuperacdo das
plantas, o que foi verificado através da rapida recuperagdo da producdo de biomassa
seca da parte aérea e raiz ap0s o restabelecimento da rega, nas plantas submetidas ao
déficit hidrico (Tabela 2).

Tabela 2. Altura do caule (AC) e biomassa seca da parte aérea (BSPA) e das raizes
(BSR) em plantas de Myracrodruon urundeuva Allem&o cultivadas em casa de
vegetacdo sob dois regimes hidricos: rega continua (RC) e suspensédo de rega (SR) aos
20 dias de restricdo hidrica e aos 40 dias (20 dias apds a retomada da rega).

AC (cm) BSPA (g) BSR ()
TRATAMENTOS 20 dias 40 dias 20 dias 40 dias 20dias  40dias
Rega continua (RC) 3,35a 4,95a 0,2250 a 0,8650 a 0,1075a 0,4875a
S“Spe”(sgg)de €98 210b  2,39b 0,1675b 0,6900a  00725b 0,3825a
CV% 10,33 24 57 15,25 17,72 21,03 18,66

Meédias nas colunas, seguidas de letra igual ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Ao final do periodo de restricdo hidrica, foram verificadas, nas plantas
submetidas ao déficit hidrico, reducdo nos teores de sacarose (25,8%), carboidratos
sollveis totais (CST) (42,3%), aminoacidos (AA) (10,5%) e fendis totais (29,3%)
(Tabela 3). Apds o restabelecimento da rega, apenas os teores de AA ndo apresentaram
diferenca entre os tratamentos de regime hidrico (Tabela 3). Os teores de sacarose, CST
e FnT mantiveram-se inferiores nas plantas reidratadas, com reducdes de 37, 43 e
79,6%, respectivamente (Tabela 3). Foi verificada uma correlagdo muito forte entre os

teores de sacarose e CST com os teores de FnT (r = 0,81 e 0,83, respectivamente).

Tabela 3. Teor de sacarose, carboidratos solUveis totais (CST), aminoacidos livres totais
(AA) e fenais totais (FnT) em plantas de Myracrodruon urundeuva Allemdo cultivadas
em casa de vegetacdo sob dois regimes hidricos: rega continua (RC) e suspenséo de rega
(SR) aos 20 dias de restricao hidrica e aos 40 dias (20 dias ap0s a retomada da rega).

Sacarose CST AA FnT
TRATAMENTOS (mg. g MF) (mg.g*MF) (mg.g*MF) (mg.g™ MF)

20dias 40dias 20dias 40dias 20dias 40dias 20dias 40 dias

Rega continua (RC) 29,17a 23,10a 305a 21,16a 3,13a 380a 1l16a 59a
Suspenséo derega (SR) 21,63b 14,43b 176b 1206b 280b 357a 82b 12b

CV% 12,77 2,63 6,21 16,87 3,64 3,50 6,41 35,7

Médias nas colunas, seguidas de letra igual ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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No que se refere a atividade de enzimas antioxidantes, ao final do periodo de
restricdo hidrica foi registrada reducdo de 29% na atividade da SOD nas plantas
cultivadas em condi¢6es de limitada disponibilidade de agua. As atividades das enzimas
APX e CAT ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos durante o periodo de
restricdo hidrica (Tabela 4). Apds a reidratacdo, novos padrdes de atividade enzimatica
foram observados, com o aumento na atividade das enzimas SOD (127%) e CAT

(8,7%) nas plantas reirrigadas (Tabela 4).

Tabela 4. Atividade da superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e
catalase (CAT) em plantas de Myracrodruon urundeuva Allemao cultivadas em casa de
vegetacdo sob dois regimes de rega: rega continua (RC) e suspensdo de rega (SR) aos
20 dias de restricdo hidrica e aos 40 dias (20 dias apds a retomada da rega).

SOD(USODg"MF)  APX(pumol Asa gMF™)  CAT(mmol H,0, g MF™)

TRATAMENTOS

20 dias 40 dias 20 dias 40 dias 20 dias 40 dias

Rega continua (RC) 3893a 17,30b 6476,2 a 3936,5a 800,0 a 681,4b

Suspenséo de rega (SR) 27,40 b 39,30 a 6158,7 a 6476,2 a 644,4 a 740,7 a
CV% 7,78 20,67 12,49 26,42 10,21 3,61

Médias nas colunas, seguidas de letra igual ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

O percentual de dano de membrana (PDM) ndo diferiu entre os tratamentos em
nenhum dos periodos avaliados, mantendo-se na faixa aproximada entre 20 e 27%
(Tabela 5). De modo semelhante, os teores de MDA e de H,O, néo diferiram entre as
plantas com rega continua e com suspensdo de rega, durante todo o periodo

experimental (Tabela 5).

Tabela 5. Teor de peréxido de hidrogénio (H,0,), malondialdeido (MDA) e percentual
do dano de membrana (PDM) em plantas de Myracrodruon urundeuva Alleméo
cultivadas em casa de vegetacdo sob dois regimes de rega: rega continua (RC) e
suspensdo de rega (SR) aos 20 dias de restricdo hidrica e aos 40 dias (20 dias ap6s a
retomada da rega).

H,0, (umol g™ MF) MDA (nmol g™ MF) PDM (%)
TRATAMENTOS
20 dias 40 dias 20 dias 40 dias 20 dias 40 dias
Rega continua (RC) 24,73 a 18,70 a 6,20 a 4,56 a 20,90 a 21,77 a
Suspenséo de rega (SR) 24,47 a 19,70 a 593 a 6,60 a 27,80 a 24,55 a
CV% 29,37 29,09 30,65 18,84 28,06 14,16

Médias nas colunas, seguidas de letra igual ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 4. Fotomicrografias em vista frontal de folhas de Myracrodruon urundeuva
Allemado cultivadas em casa de vegetacao sob dois regimes hidricos: rega continua (A e
C) e suspensdo de rega (B e D) aos 20 dias de restri¢do hidrica e rega continua (E e G) e
plantas reidratadas (F e H) aos 40 dias (20 dias ap0s a retomada da rega). Face adaxial
(A, C, E, G) e face abaxial (B, D, F, H). es = estbmatos; Tg= tricoma glandular. (escala
=10 pm).
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As células epidérmicas de M. urundeuva sob vista frontal apresentam parede
celular sinuosa e estdmatos anomociticos em ambas as faces da folha, havendo uma
tendéncia de na superficie adaxial essa caracteristica ser menos evidente, se comparada
com a superficie abaxial (Figura 4). Os estdmatos ocorrem em ambas as superficies
epidérmicas, adaxial e abaxial, com diferenca na densidade estomatica, sendo
classificada, portanto, como anfi-hipoestoméatica, em que a maior densidade de
estdmatos ocorre na superficie abaxial. Estes sdo encontrados por toda a lamina foliar,
enquanto que na superficie adaxial os estbmatos encontram-se unicamente proximo das
nervuras. Na superficie adaxial, embora o nUmero de estdmatos seja reduzido (Figura 4
A, C, E, G), eles apresentam maior tamanho que os da superficie abaxial (Figura 4 B, D,
F,H).

A restricdo hidrica ndo ocasionou diferenca na densidade estomatica nas faces
adaxial e abaxial (DEAD e DEAB) durante o periodo de restricdo hidrica (Tabela 6).
Entretanto, a queda de 31,7% no CRA desencadeou altera¢c@es no perimetro estomatico,
com reducbes de 25% e 12%, para a face adaxial e abaxial, respectivamente,
apresentando uma correlacdo muito forte (r = 0,83) entre o CRA e 0 perimetro
estomatico.

No periodo de retomada da rega, foi observada reducdo na DEAB das plantas
submetidas ao déficit hidrico, com reducdo de 22,9%, enquanto que o perimetro médio

dos estdmatos (PAD e PAB) ndo apresentou diferenca (Tabela 6).

Tabela 6. Média da densidade estomética (DEAD e DEAB) e perimetro estomatico
(PAD e PAB) nas superficies adaxial e abaxial em plantas de Myracrodruon
urundeuva Allemédo cultivadas em casa de vegetacdo sob dois regimes hidricos: rega
continua (RC) e suspensdo de rega (SR) aos 20 dias de restricdo hidrica e aos 40 dias
(20 dias apds a retomada da rega).

DEAD (mm®) DEAB (mm°)
TRATAMENTOS 20 dias 40 dias 20 dias 40 dias
Rega continua (RC) 4,04 a 3,64 a 70,9 a 110,4 a

Suspensao de rega (SR) 4,15a 3,08 a 75,1a 85,1b

CV% 17,14 18,23 17,67 10,61
PAD (um) PAB (um)
TRATAMENTOS 20 dias 40 dias 20 dias 40 dias
Rega continua (RC) 7,2a 6,3a 4,95 a 6,32 a
SUSpe”(SSag)de rega 54 b 63a  436b  632a
CV% 7,05 3,70 3,13 3,70

Meédias nas colunas, seguidas de letra igual ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A densidade de tricomas glandulares e tectores ndo apresentou diferenga no
periodo de restricdo hidrica (Tabela7). Apos a retomada da rega, as plantas submetidas a
restricdo hidrica apresentaram reducdo de 25% na densidade de tricomas glandulares na
superficie adaxial (Tabela 7). Em relacdo aos tricomas tectores, foi verificada reducédo
de 16,7% na superficie abaxial de plantas submetidas a restri¢cdo hidrica (Tabela 7).

Tabela 7. Média da densidade de tricomas glandulares e tectores nas superficies adaxial
(TGAD e TTAD) e abaxial (TGAB e TTAB) em plantas de Myracrodruon
urundeuva Alleméo cultivadas em casa de vegetacdo sob dois regimes de rega: rega
continua (RC) e suspensdo de rega (SR) aos 20 dias de restricdo hidrica e aos 40 dias
(20 dias apds a retomada da rega).

TGAD (mm°) TGAB (mm°)
20dias 40 dias 20 dias 40 dias

1,47 a 1,50 a 1,79 a 1,80 a

TRATAMENTOS

Rega continua

(RC)
Suspen(ssag)de 0d 444 112 b 1,74 a 1,62 a
CV% 16,38 16,37 15,10 21,23
TTAD (mm?) TTAB (mm?)
TRATAMENTOS —75 s~ 40dias 20 dias 40 dias
Rega continua
RO 147a 170a  132a 1,2a
Suspenséo de rega 135a 1.70 a 128 a 1,0b
(SR) ’ ’ | ’
CV% 15,72 23,53 33,26 12,03

Médias nas colunas, seguidas de letra igual ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Nas nervuras de M. urundeuva foram visualizados ductos secretores proximos ao
floema (Figuras 5 A, B, D, G, H, J). Células armazenadoras de compostos fendlicos
(idioblastos taniferos) na nervura central e a presenca de cristais de oxalato de calcio
(Figura 5 K) ja foram descritos na literatura como aspectos anatdmicos comum em
espécies da familia anacardiaceae (Duarte et al. 2009) . A restricdo hidrica provocou
reducdo na espessura do mesofilo (Tabela 8) e conformagéo diferenciada das células do
parénquima palicadico e esponjoso, sendo observada, neste Gltimo, a presenca de
células braciformes (Figura 5 F).

Nas plantas em condi¢Oes de suspensao de rega o tamanho da nervura central foi
preservado (Tabela 8), e foi observada maior lignificacéo da parede celular dos vasos do

xilema (Figura 5 E).
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Figura 5. Fotomicrografias de corte transversal de folhas de Myracrodruon urundeuva
Allemdo cultivadas em casa de vegetacao sob dois regimes hidricos: rega continua (A-
C) e suspensdo de rega (D-F) aos 20 dias de restricdo hidrica e aos 40 dias (20 dias ap6s
a retomada da rega), Rega Continua (G-1) e plantas reidratadas (J-L). DS= ductos
secretores; 1dT= idioblasto tanifero; Tt= tricoma tector; *(asteristico) = cristais; cb =
células braciformes; seta vermelha= lignificacdo dos vasos condutores (escala = 10 pum).
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Tabela 8. Perimetro da nervura central (PNC), espessura do mesofilo, nimero de ductos
secretores (DS) e perimetro de ductos secretores (DS) em plantas de Myracrodruon
urundeuva Alleméo cultivadas em casa de vegetacdo sob dois regimes de rega: rega
continua (RC) e suspensdo de rega (SR) aos 20 dias de restri¢do hidrica e aos 40 dias
(20 dias apos a retomada da rega).

PNC Espessura mesofilo
20dias 40dias 20 dias 40 dias

154)16a 91,57a 9,24 a 7,46 a

TRATAMENTOS

Rega continua

(RC)
S“Spe”(ss""g)de 98 163772 9201a 739b  500b
CV% 1440 1357 901 1332
TRATAMENTOS NUmero DS Perimetro DS

20 dias 40 dias 20 dias 40 dias
26a 24a 250a 16,2 a

Rega continua

(RC)
S“Spe”(s’s""lg)de rega 344 18a 232a 20,7
CV% 2472 3367 16.61 17.26

Discussao

O evento de abscisdo foliar observado nas plantas com suspensdo de rega
(Figuras 2 e 3) é uma caracteristica marcante de plantas em condic6es de deficit hidrico,
sendo esta uma das estratégias utilizadas por M. urundeuva e por outras espécies da
Caatinga nos periodos de estiagem (Mendes et al. 2017; Barros et al. 2013; Nunes et al.
2008). A abscisdo foliar reduz a transpiracdo em periodos desfavoraveis, além de
permitir que a &gua e os nutrientes cheguem para outras partes da planta (Padilha et al.
2016; Patharkar e Walker, 2016). A continuidade da abscisédo foliar ap6s a retomada da
rega, representada por um BFR negativo (Figura 3B), pode estar relacionada a presenca
de receptores derivados de proteinas quinases presentes na regido de separacdo entre a
folha e o caule. Quando plantas sob déficit hidrico sdo reidratadas, o sinal desses
receptores é intensificado até que ocorra a abscisdo foliar. Isso ocorre porque a
expressao da proteina HAE é induzida por estresse osmotico e se acumula na zona de
abscisdo. A abscisdo é regulada por uma via de sinaliza¢ao constituida por um ligante, o
peptidio IDA (influorescéncia deficiéncia na absicisdo) e por dois receptores protéicos,
as quinases HAE e HSL2, onde IDA estabiliza o complexo protéico entre HAE e HSL2,
necessarios para a ocorréncia da abscisao de 6rgdos vegetais (Patharkar e Walker, 2017;
Patharkar e Walker, 2016; Meng et al. 2016).
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A reducdo nos teores de clorofilas totais durante a imposicdo do déficit hidrico
(Tabela 1) esta atrelada ao inicio da senescéncia, verificado em folhas de plantas
submetidas a restricdo hidrica (Figura 2 B). A mudanca de cor das folhas é ocasionado
pela degradacdo de moléculas de clorofila durante a degeneracdo do cloroplasto no
inicio da senescéncia, seguido pela hidrdlise de proteinas (Tabela 1) (Heaton e
Marangoni, 1996; Smarth, 1994), mobilizando nutrientes para outros tecidos antes da
abscisdo, como estratégia para assegurar a manutengdo do crescimento e
desenvolvimento (Bilgin et al. 2016; Smarth et al. 1994). A reducdo nos teores de
clorofila total durante o periodo de restricdo hidrica (Tabela 1) pode ser considerada
como um mecanismo adaptativo de baixa absorcdo de energia, visto que 0 excesso de
energia armazenada em moléculas de clorofila em seu estado tripleto pode ser
transferido para moléculas de oxigénio e levar a formacdo do oxigénio singleto (0,),
uma espécie reativa de oxigénio que pode ocasionar a peroxidacdo de lipidios de
membrana (Vieira et al. 2017; Kruse et al. 2006; Prochazkova e Wilhelmova, 2004).

O restabelecimento dos padrdes hidricos promoveu a recuperacao dos teores de
clorofilas totais nas plantas submetidas a restricdo hidrica (Tabela 1). A degradacgéo de
proteinas em folhas senescentes &€ um importante processo hidrolitico que desempenha
papel crucial na reciclagem de nutrientes, especialmente nitrogénio. Muitos genes
associados a senescéncia que codificam as proteases sdo sintetizados de novo ou
induzidos durante a senescéncia (Diaz-Mendoza et al. 2014; Deo et al. 2006; Noodén et
al. 1997, Smarth, 1994). A reducdo nos teores de proteinas (Tabela 1) pode estar
relacionada a um desbalancgo entre a sintese e a degradacdo proteica, que pode resultar
em diminui¢do no nivel de enzimas no cloroplasto, por exemplo, a Rubisco, levando a
reducdo das taxas fotossintéticas e resultando em menor producdo de carboidratos
(Tabela 3) (Tezara et al. 1999; Smarth, 1994; Thimann et al. 1977). Redugdes nos teores
de clorofilas podem acarretar em declinio nos teores de carboidratos, por exemplo,
glicose, que por sua vez pode acarretar em reducdo na sintese de aminoacidos,
precussores da sintese proteica (Heaton e Marangoni, 1996; Oaks e Hirel, 1985).

O desequilibrio entre a producdo e a utilizacdo de carboidratos no crescimento
de plantas em condicGes de seca moderada constitui um importante papel na sinalizacéo
e modulacdo dos niveis de acucares em diferentes 6rgdos das plantas (Pinheiro e
Chaves, 2011).

Ja foi constatado que reducdes nos teores de carboidratos soltveis (Tabela 3)

podem refletir em mudancas nos teores de aminoacidos e compostos fenolicos (Bolouri-
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Moghaddam et al. 2010; Rosa et al. 2009; Couee et al. 2006; Martin et al. 1988).
Portanto, limitagcGes no fornecimento de acgUcares podem desempenhar importante papel
na regulacédo de diversas rotas metabdlicas e na producdo de compostos do metabolismo
primario e secundario, modulando as respostas das plantas a diferentes estresses
ambientais (Tabela 3).

Compostos fendlicos apresentam atividade antioxidante e podem estar
relacionados a tolerancia de plantas, no que diz respeito a prevencdo da peroxidagédo
lipidica em condicGes de estresse, uma vez que os flavonoides apresentam a capacidade
de quelar metais, atuando como sequestradores de radicais, podendo interagir com a
superficie da membrana impedindo o acesso de oxidantes a bicamada lipidica
(Verstraeten et al. 2003). Entretanto, o conjunto de resultados apresentados nesta
pesquisa ndo indica que o estresse imposto as plantas de M. urundeuva tenha
ocasionado aumento da peroxidacao lipidica (avaliada pelo teor de MDA e pelo PDM).

Em condi¢bes ambientais adversas, as plantas ativam o sistema de defesa
antioxidante enzimatico e ndo enzimatico para evitar danos severos ocasionados por
moléculas oxidantes em suas estruturas. O sistema de defesa antioxidante enzimatico é
composto, principalmente, pelas enzimas superoxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT) e peroxidase (POD), enquanto 0 ndo enzimatico é
constituido por compostos de baixo peso molecular, tais com glutationa, acido ascérbico
e carotenoides (Vieira et al. 2017; Zandalinas et al. 2017; Silva et al. 2015).

Embora as condigGes de restrigdo hidrica acarretem no aumento da atividade de
enzimas do sistema de defesa antioxidante, durante a senescéncia pode ocorrer redugdes
na atividade enzimatica, como foi observado nas plantas de M. urundeuva ao final do
periodo de déficit hidrico (Tabela 4). Esses ajustes ndo acontecem como causa, € Sim
como consequéncia desse processo (Prochazkova e Wilhelmova, 2007; Jimenéz et al.
1998).

A baixa atividade da SOD nas plantas submetidas a restricdo hidrica e a
manutencdo da atividade das enzimas APX e CAT, independentemente dos tratamentos
de regime hidrico (Tabela 4) sugerem que aos 20 dias de supressdo hidrica, ndo houve
aumento na producdo de radical superoxido (‘O’,), que é o substrato da SOD com a
consequente formagdo de H,O,. Isto pode ser confirmado com os resultados
apresentados na Tabela 5, demonstrando que ndo houve aumento nos teores de H,O,.
Os resultados evidenciam que ndo houve aumento na peroxidacdo de lipidios de

membrana, como confirmado pela manutencéo dos teores de MDA e do percentual de
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dano de membrana (Tabela 5), processo que é desencadeado por EROs, principalmente
o oxigénio singleto (*O,) e o radical hidroxila (OH) (Sewelam et al. 2016; Farmer e
Mueller, 2013).

O aumento na atividade da SOD e CAT em plantas reidratadas (Tabela 4)
mostra que essa resposta antioxidativa estivesse relacionada & maior producdo de radical
superéxido (Oz") e peréxido de hidrogénio (H,O,) (Choudhury et al. 2017; Nunes
Junior et al. 2016; Oliveira et al. 2014). Durante a reidratacdo, a atividade da SOD pode
ter influéncia da atividade de NADPH oxidases presentes na membrana que
desempenham importante papel na producdo de EROs, principalmente ‘O, podendo
causar um estimulo oxidativo durante a reidratacdo (Silveira et al. 2017).

No que se refere aos carotenoides (CAR) (Tabela 1), embora os teores nédo
tenham diferido nas condicdes estudadas, a manutencdo dos niveis desses pigmentos em
condigdes de déficit hidrico indica um mecanismo de tolerancia das plantas frente ao
estresse, visto que em condi¢gdes ambientais adversas as mudangas nos teores desses
pigmentos compreende uma das primeiras respostas na linha de defesa das plantas, por
desempenharem importante papel na protecdo das células contra danos oxidativos
causados por EROs (Park e Jung, 2016; Heaton e Marangoni, 1996). Ja foi observado
que em condicBes de déficit hidrico podem ocorrer modulacdes nos teores dos
principais carotenoides (zeaxantina, violaxantina, neoxantina e luteina), sugerindo sua
importancia na investigacdo de tolerancia de plantas em condicGes de restricdo hidrica
(Mibei et al. 2016). Os diferentes ajustes nos teores desses antioxidantes podem ou nao
refletir em mudancas nos teores de carotenoides totais. Portanto, investigagfes mais
detalhadas acerca das varia¢des nos perfis de carotenoides em plantas de M. urundeuva
sob déficit hidrico s@o necessarias para compreender de que maneira as modulagdes nos
teores desses pigmentos podem atuar na prevencao do estresse oxidativo decorrente de
estresses ambientais.

A perda de &gua por transpiracdo depende dentre outros fatores, da condutancia
estomatica, do tamanho e densidade estomatica na superficie foliar, bem como de
estruturas que eventualmente protejam os estdmatos (Ferri, 1955).

Embora alguns trabalhos relatem acerca da densidade estomética em M.
urundeuva em condi¢des de diferentes disponibilidade hidrica, Figueir6a et al. (2004)
ressaltaram a importancia de que futuros trabalhos com essa espécie devem considerar
também o tamanho dos estbmatos pois, 0s autores observaram uma tendéncia na

reducdo do tamanho dos estdmatos em condi¢des de restricao hidrica.
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Embora ndo tenha ocorrido reducdo na densidade estomatica (DEAD e DEAB)
em folhas de M. urundeuva no periodo de restricdo hidrica (Tabela 6), a diminuigdo do
perimetro estomatico (Tabela 6) é um evento reconhecidamente importante na regulacéo
das trocas gasosas, uma vez que folhas com estdmatos menores apresentam maior
eficiéncia no uso da &gua por apresentarem menor tamanho dos poros estomaticos,
condicionando assim uma menor perda de 4gua por transpiracdo (Melo et al. 2007).

Por outro lado, a 4gua, além de ser necessaria ao crescimento das células, € um
elemento essencial para a manutengédo da turgescéncia (Santos e Carlesso, 1998), o que
provavelmente contribuiu para a reducdo no perimetro estomatico (Tabela 6) e na
espessura do mesofilo (Tabela 8).

Por outro lado, a reducdo no perimetro estomatico ndo acompanhado pelo
aumento da densidade estomatica, pode provocar queda na capacidade de realizar trocas
gasosas (Alves et al. 2001). Dessa forma, as variaces no perimetro estomatico (PAD e
PAB) (Tabela 6), bem como a reducdo na espessura do mesofilo (Tabela 8) e os baixos
teores de clorofilas totais (Tabela 1) podem ter contribuido para a reducdo na producéo
de carboidratos em folhas de M. urundeuva (Tabela 3).

A ocorréncia de tricomas na superficie foliar contribui para a protecdo das
plantas, atuando na reducdo da perda de &gua bem como refletindo o excesso de
luminosidade (Reis et al. 2014). A redugdo na densidade de tricomas nas plantas
reidratadas (Tabela 7) pode ser justificada pela regularizacéo da disponibilidade hidrica,
uma vez que a densidade dessas estruturas pode ser afetada por condigdes ambientais,
tais como temperatura, radiacdo, disponibilidade de agua e nutrientes (Xiao et al. 2017).
A maior tendéncia de sinuosidade observada em células epidérmicas na face abaxial de
M. urundeuva, pode estar relacionada com maior adaptacdo a tensdes superficiais,
devido sua maior flexibilidade (Medri e Lleras, 1980).

VariagOes anatdmicas em plantas sob déficit hidrico ocorrem como forma de
protecéo e adaptacdo ao estresse (Grisi et al. 2008). O aparente aumento na lignificagdo
da parede celular de vasos condutores nas plantas de aroeira (Figura 5 E) sob déficit
hidrico, pode aumentar a resisténcia mecanica quando a planta tem de reduzir o
potencial hidrico para manter a entrada de agua nas células (Marcondes e Garcia, 2009;
Scatena e Scremin-Dias, 2006).

A presenca de cristais de oxalato de célcio (Figura 5 E e K) em plantas sdo
descritos principalmente por sua relagdo com a herbivoria, entretanto outros papéis

incluem auxiliar na osmoregulacdo, regulacéo tecidual de célcio, detoxificacao idnica, e
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no fornecimento de CO, para a fotossintese em situa¢Ges de déficit hidrico, esta ultima,
geralmente ocorre em condi¢Bes de estresse hidrico, quando ha maior controle da
abertura estomatica, limitando a entrada de CO, da atmosfera (Tooulakou et al. 2016;
Rotondi et al. 2003).

A conservagdo do tamanho da nervura central provavelmente contribuiu para
que 0 numero e tamanho médio dos ductos secretores ndo sofressem alteragdes
morfoldgicas (Tabela 9). A presenca de ductos secretores internos € de ocorréncia
comum em espécies da familia Anacardiaceae, as quais estdo envolvidas na secrecao de
material lipofilico (Duarte et al. 2009; Castro e Machado, 2006). Dependendo da
natureza quimica do material secretado, estas substancias podem exercer fungdes na
adaptacdo de plantas a determinadas condi¢cBes ambientais (Aguiar-Dias e Cardoso-
Gustavson, 2011). A reducéo de 31,7% no conteddo relativo de agua nas plantas com
suspensdo de rega (Tabela 1) ndo impossibilitou as plantas de realizar ajustes
bioquimicos, fisioldgicos e anatdmicos para sobrevivéncia frente ao défict hidrico, com

capacidade de rapida recuperacdo quando a rega foi retomada.

Conclusoes

O presente estudo confirma a tolerancia de M. urundeuva & suspenséo hidrica na
fase inicial de desenvolvimento, com capacidade de recuperacdo apos fase de suspensao
hidrica severa.

A restricdo hidrica afeta processos do metabolismo primario (carboidratos
soluveis, clorofilas totais, aminoécidos e proteinas soluveis) e secundario (fendis totais)
na fase inicial de desenvolvimento de M. urundeuva Allemdo, levando a espécie a uma

fase de laténcia até que as condi¢cdes ambientais sejam favoraveis.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A ampliacdo dos conhecimentos sobre as estratégias morfofisiologicas e bioquimicas
de plantas em condicdes de déficit hidrico, sobretudo, espécies ameagadas de extin¢ao, auxilia
na protecdo e no manejo das espécies, uma vez que se faz conhecer um pouco mais sobre o
estado de aclimatacéo ao estresse ambiental.

Embora na literatura ja se conheca que M. urundeuva seja uma espécie que suporte
longos periodos de deficit hidrico, nenhum estudo até o momento, investigou as estratégias
bioquimicas e morfofisioldgicas de plantas em estadios iniciais de desenvolvimento.

As respostas das plantas ao déficit hidrico podem variar de acordo com a espécie, 0
estadio de desenvolvimento, do tempo e intensidade da limitacdo hidrica. Nesse sentido,
considerando as condicOes impostas as plantas de M. urundeuva para avaliacdo do efeito do
déficit hidrico nos estadios iniciais do desenvolvimento, observou-se que as plantas
conseguem tolerar bem a esse estresse abiotico nos estadios iniciais de desenvolvimento,
mesmo quando cultivadas em substrato com baixa capacidade de retencédo hidrica.

A presente pesquisa também fornece informagdes acerca das modulagdes no estado
redox de plantas de M. urundeuva em condicdes de déficit hidrico, e mostra que as respostas
bioguimicas de plantas em condicdes de restricdo hidrica, bem como na fase de recuperacéo,
podem variar de acordo com o estadio de desenvolvimento e das caracteristicas fisicas do
substrato (artigo I).

A hipdtese inicialmente proposta, de que as plantas de M. urundeuva em condi¢des de
restricdo hidrica acumulam solutos compativeis para realizar o ajustamento osmético e que
durante a reidratacdo sdo utilizados para a retomada do crescimento foi refutada.
Considerando a dindmica do estresse, verifica-se que quanto mais jovem as plantas de M.
urundeuva (artigo I1), durante o estadio de aclimatacéo, convalida em um periodo de reducdo
do metabolismo, consistindo em baixos teores de carboidratos, aminoacidos, fenois e baixa
atividade de enzimas antioxidantes, sem provocar 0 aumento dos teores de H,0O, da
peroxidacéo lipidica e em danos de membrana.

Essas respostas foram surpreendentes, levando em consideracdo o aspecto visual das
plantas no altimo dia de suspensdo da rega, onde algumas estavam aparentemente mortas, sem
indicios de possivel recuperacdo. Entretanto, quando a rega foi restabelecida, os primeiros
sinais visuais foram a emissdo de novas folhas, enquanto que bioguimicamente, as plantas
investiram na recuperacdo dos teores de clorofilas totais, assegurando a producdo de
fotoassimilados para serem investidos em outras vias metabo6licas. Como a fotossintese é uma

das principais vias de formacdo de espécies reativas de oxigénio, paralelamente ocorreu o
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aumento na atividade de enzimas antioxidantes a fim de evitar o acimulo de oxidantes nas
células.

Nosso estudo confere o primeiro referencial acerca das modulagGes no sistema de
defesa antioxidante em plantas de M. urundeuva nos estadios iniciais, em condi¢des de déficit
hidrico, bem como em relagdo do metabolismo de carboidratos, os quais representam
importante papel nas estratégias bioquimicas utilizadas por M. urundeuva.

A outra hipotese de que as plantas em condicGes de restricdo hidrica investiam no
desenvolvimento radicular em condic¢des de déficit hidrico para melhor captacdo dos recursos
hidricos também foi refutada, apresentando inclusive reducdo na biomassa seca do sistema
radicular.

Diante das limitagdes hidricas de ocorréncia natural em regifes semiéridas e do uso
desordenado da biodiversidade em florestas tropicais secas, como a Caatinga, a perda de
espécies de importancia ecoldgica, econdémica e social pode ocorrer, comprometendo a
relacdo entre 0 homem e o meio ambiente, além de resultar em perda do conhecimento local
que é repassado por geracdes. Perante o exposto, essa pesquisa fornece importantes
contribuicdes cientificas acerca da aclimatacdo de M. urundeuva ao déficit hidrico, servindo
como suporte para programas de manejo e conservacdo da espécie, que atualmente encontra-
se na lista de espécies da flora ameacadas de extin¢do, além de fornecer dados para futuros

estudos com a espécie em condigdes de estresses abioticos.
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9. NORMAS DAS REVISTAS

Artigo 1: Estresse oxidativo e crescimento em plantas jovens de Myracrodruon
urundeuva Allemao em diferentes substratos e regimes hidricos, sera enviado ao periédico
BIOCHEMICAL SYSTEMATICS AND ECOLOGY, B1 em Biodiversidade.

Link de acesso: https://www.journals.elsevier.com/plant-physiology-and-biochemistry

Artigo 2: Estratégias bioquimicas e morfofisioldgicas de plantas de Myracrodruon
urundeuva Allemao sob déficit hidrico, sera enviado ao periédico PLANT PHYSIOLOGY
AND BIOCHEMISTRY, A2 em Biodiversidade.

Link de acesso: https://www.journals.elsevier.com/biochemical-systematics-and-ecology
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10. ANEXO

Déficit hidrico Reidratacao
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Figura 1. Esquema representativo dos resultados obtidos no artigo 11 Estratégias bioquimicas
e morfofisioldgicas de plantas de Myracrodruon urundeuva Allem&o sob déficit hidrico, o
qual sera utilizado como resumo grafico do referido artigo para submissdo a revista Plant

Physiology and Biochemistry.



