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RESUMO

As respostas das plantas ao déficit hidrico sdo complexas, envolvendo
mudangas adaptativas e/ou efeitos deletérios. Os danos causados por estresses as
plantas podem ser reversiveis ou irreversiveis. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
tolerancia da gabirobeira (Campomanesia spp) ao estresse hidrico e hipoxia de
raizes durante 18 dias. Avaliou-se o conteudo de matéria fresca, seca, agua, AST,
sacarose, amido, proteinas bruta, insoluvel, solivel e aminoacidos de folhas e
raizes, além dos parametros de crescimento como TCR, TCA, TAL, didmetro do
colo, comprimento e area de raizes. As gabirobeiras sob estresse hidrico
apresentaram redugdo no conteudo de agua, prejuizos na produgédo de biomassa de
folhas e raizes, redugédo no conteudo de AST, amido e no conteldo de aminoacidos.
Sob hipoxia, exibiram prejuizos na alocagao de fotossintatos da parte aérea para as
raizes, e por isso armazenam grandes quantidades de amido, os maiores prejuizos
ocorreram em raizes. As estratégias de sobrevivéncia ao estresse hidrico incluem a
remobilizagdo de carboidratos solUveis e de reserva da parte aérea para as raizes
permitindo assim que as gabirobeiras escapassem da seca. Sob hipoxia o potencial
hidrico das folhas foi sustentado com carboidratos soluveis oriundos da
remobilizagdo do amido, provavelmente também houve sintese e degradacdo de
polipeptideos e enzimas em raizes devido a mudanca do metabolismo aerébio para

anaerobio.

Palavras-chave: Estresses Abiéticos, Agua, Oxigénio, Tolerancia.
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1. INTRODUGCAO

Entre os varios fatores limitantes da producdo vegetal, o estresse hidrico
ocupa posicao de destaque, pois além de afetar as relagdes hidricas nas plantas,
alterando-lhes o metabolismo, € fendmeno que ocorre em grandes extensdes de
areas cultivaveis (Nogueira et al., 2001). Muitos estudos assumem uma real
importancia, em vista de que, nos varios tipos de vegetacdo encontrados na
natureza, a produtividade € considerada mais intimamente relacionada com a agua
disponivel para as plantas do que com qualquer outro fator ambiental (Salisbury &
Ross, 1991).

A capacidade das plantas se manterem tdrgidas é tida como uma
caracteristica necessaria para a garantia da produ¢cdo em locais onde ocorre 0
estresse hidrico. Dependendo dos mecanismos desenvolvidos para resistirem a
seca, as plantas séo classificadas em trés categorias principais: a) espécies que
escapam da seca (rapido desenvolvimento fenolégico); b) espécies que toleram a
seca com alto potencial hidrico (adiam a desidratacdo); c) espécies que toleram a
seca com baixo potencial hidrico (toleram a desidratacéo) (Turner 1986, 1997).

O encharcamento do solo pode afetar o crescimento e sobrevivéncia das
plantas na agricultura e nos ecossistemas (Dubois et al., 2010). Padrdes
hidrolégicos podem ser intensificados por fatores antropogénicos, como
gerenciamento de uso da terra e obras de construcéo (ou seja, barragens, estradas,
etc) e podem levar a mudancas nas propriedades do solo (Ferner, 2009). Nas
Ultimas décadas consideraveis progressos tém sido realizados no entendimento dos
mecanismos que capacitam espécies e cultivares resistirem periodos de excesso de
agua no solo ou completa submergéncia (Gibbs & Greenway, 2003). O
entendimento das respostas dos ecossistemas ao alagamento é fundamental no
entendimento de como os individuos percebem e devem responder as mudancgas
resultantes de alteracdes no ambiente (Horchani & Aschi-Smiti, 2011).

Varias plantas cultivadas exibem pobre crescimento da raiz, injuria e morte
quando expostas ao solo saturado por agua. Por outro lado, plantas de terras
encharcadas sao bem adaptadas e podem sobreviver em encharcamento
prolongado. Espagos intercelulares chamados aerénquimas estdo presentes na

maioria das espécies de plantas de terras encharcadas (Shimamura et al., 2010).
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Segundo Vartapetian et al., (1978), as espécies podem se adaptar metabolicamente

para tolerarem a anoxia (espécies verdadeiramente tolerantes a anoxia), adaptarem-
se morfologicamente e fisiologicamente para evitarem a anoxia (aparentemente
tolerantes) ou podem ndo se adaptar e sucumbirem rapidamente (intolerantes a
anoxia).

Visando a preservacdo, implantacdo de lavouras comerciais de vegetais
importantes economicamente e ecologicamente e em busca de mecanismos que
confiram aos vegetais com maior flexibilidade as adversidades ambientais, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a tolerancia da gabirobeira (Campomanesia spp) ao
estresse hidrico e hipoxia de raizes durante 18 dias, contanto que ndo existem

descri¢cdes sobre seu comportamento em condi¢des de deficiéncia hidrica.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 ESTRESSE VEGETAL

Como principal definicdo para os vegetais, estresse pode ser considerado
como desvio das condigdes 6timas de vida. O estresse provoca mudangas e
respostas em todo nivel funcional do organismo. Inicialmente, estas mudancas e
respostas podem ser reversiveis, mas podem também ser permanentes. Mesmo se
0 agente estressante for meramente temporario, a vitalidade da planta torna-se mais
fraca ao longo que o estresse é mantido. Quando a habilidade das plantas para
ajuste é alcancada, danos latentes até entdo se desenvolvem em doengas crbnicas
ou lesdes irreversiveis. O impacto de fatores estressantes desestabiliza estruturas
vitais e fungdes induzindo a “fase de alarme”, na qual suas fungdes declinam, como
‘reacdo ao estresse”, estes sdao compensados por reacbes de “restituicbes”, que
podem levar a sobrecompensacdo. Sob exposicdo prolongada a estresses
constantes, um alto grau de resisténcia é desenvolvido que pode resultar na
reestabiliza¢do, “ajustamento”. Se o organismo esta sobrecarregado ou por estresse
cronico ou agudo, “exaustdo”, danos irreversiveis ocorrem (Larcher, 2003).

Plantas terrestres estdo expostas a varios tipos de estressores naturais, como
déficit hidrico, déficit de oxigénio induzida pelo excesso de agua, alta temperatura e
radiacdo ou estresses antropogénicos, como poluicdo (exposi¢cdo ao SO,, Nox, O3),
chuva acida e orvalho (Lichtenthaler, 1996). Plantas respondem a esses estresses
dia-a-dia ou a longo prazo por meio de respostas particulares estresse-induzidas e
mecanismos de adaptacdo assim como respostas ndo-especificas que ajudam de
forma eficiente as plantas a sobreviverem (Lichtenthaler, 1996; 1998). Dentro deste
conceito, quatro estagios de respostas ao estresse de plantas podem ser
diferenciados: a fase de resposta (reagdo de alarme), o estadio de resisténcia e o
estadio de exaustdo seguida geralmente pela fase de regeneragdo, na qual as
funcbes fisiologicas sdo gradualmente restauradas, uma vez que o estressor é
removido. A duracdo (dias, horas) da fase de regeneragéo leva a planta a retornar
as funcoes fisiolégicas normais dependendo da forga, duracdo e tipo de estresse
(Lichtenthaler & Burkart, 1999).

Estresses abidticos como seca, alagamento, salinidade/alcalinidade de solos,

altas temperaturas principalmente durante o florescimento e maturacéo, toxicidade
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quimica e estresse oxidativo sdo sérias ameacas a agricultura e ambiente. Até 2025

serd necessaria producdo de 3,0 bilhdes de toneladas de cereais para alimentar
cerca de 8,0 bilhdes de pessoas. O que significa que o rendimento médio da
producdo de cereais deve ser de 4 ton ha' para serem sustentadas e mantidas além
da demanda de alimentos, fibras, verduras, frutos, éleos, energia e madeira. Desta
forma é necessario aumento da produtividade das culturas para melhores
variedades e que sejam tolerantes a diversos estresses abidticos (Pareech et al.,
2010).

Com base no IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change), a média de
temperatura da superficie global deve aumentar de 1,1 a 6,4°C no final deste século.
Com o aquecimento global espera-se que o estresse hidrico persistiria pelo aumento
da evapotranspiracdo, aumentado a frequéncia e intensidade da seca com um
aumento de 1 a 30% das areas secas da terra até 2100, a qual seria compensada
pelo aumento da concentracdo de CO. limitando ainda mais a estrutura de funcao
dos ecossistemas terrestres (Knapp et al., 2001; Chaves et al., 2003; Fischlin et al.,
2007). Sob o contexto de mudancas climaticas, a seca tem sido e esta se tornando
um grave problema restringindo o crescimento das plantas, a produtividade de
ecossistemas terrestres, e varias regides do mundo particularmente regides aridas e
semi-aridas. No contexto de producédo, ha sempre intervalo de ocorréncia de eventos
de seca e/ou reirrigacdo, em condi¢gdes particulares de mudanga climatica ha
condicdes de prever eventos mais freqlentes de seca e alagamento (Fischlin et al.,
2007). O encharcamento e alagamento do solo sdo estresses abibticos que
influenciam a distribuicdo e produtividade das espécies em inUmeras comunidades
de plantas. Padrées hidrolégicos podem determinar a vegetagdo em terras Umidas
naturais ou artificiais, desde que isso dependa de respostas ecofisiolégicas de

espécies para o alagamento (Voesenek et al., 2004).

2.2 ESTRESSE HIDRICO E TOLERANCIA A SECA

As respostas das plantas ao estresse hidrico sdo complexas, envolvendo
mudangas adaptativas e/ou efeitos deletérios. Sob condicbes de campo estas
respostas podem ser sinergisticamente ou antagonisticamente modificadas pela

superimposig¢ao de outros estresses. Os mecanismos desenvolvidos pelas plantas a
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lidarem com a seca envolvem estratégias para evitar o estresse e de toleréncia que

variam conforme o gendétipo (Chaves et al., 2002). Os danos causados por estresses
as plantas podem ser reversiveis ou irreversiveis (Blum, 1986), as respostas
especificas ao estresse hidrico sdo dependentes da quantidade de perda de agua,
duragéo do estresse e estadio de desenvolvimento da planta (Bray, 1997).

Muitas pesquisas fisiologicas tém focado principalmente trés tdpicos
relacionados ao estresse hidrico: relacbes hidricas, fotossintese e acumulo de
metabdlitos especificos como substancias compativeis. Estes processos tém sido
investigados em detalhes a respeito a suas contribuicbes para descrever limitacées
de crescimento e tolerancia sob condigdes de seca (Chaves et al., 2003). Quando o
estresse hidrico se desenvolve lentamente, as plantas podem apresentar respostas
de aclimatacdo que tem efeitos no crescimento, com reducao da expansao foliar e
aumento do crescimento radicular (Potters et al., 2007; Shao et al., 2008). Outro
mecanismo de tolerancia a nivel fisiolégico € o fechamento estomatico (Taiz &
Zeiger, 2009), resposta mediada pelo hormdnio acido abscicico (ABA) (Leung &
Giraudat, 1988; Zhang & Outlaw, 2001). As plantas ainda podem desenvolver
respostas ao estresse hidrico a nivel de expressdo génica, relacionada com a
producédo de enzimas chave na via de sintese de substancias osmoticas, proteinas
com funcdo protetora, enzimas antioxidantes, fatores de transcricdo e outras
proteinas envolvidas em respostas do estresse hidrico (Bray, 1997; Zhu et al., 2002).

Déficits hidricos prolongados induzem reducao do conteudo relativo de agua
no mesofilo, no entanto, as plantas podem ajustar-se osmoticamente com objetivo
de retardar a desidratacdo. O ajuste osmoético € um aumento liquido na
concentracdo do soluto por célula (Taiz & Zeiger, 2009), conforme Hsiao et al.,
(1984), a diminuicao do potencial osmético durante o estresse hidrico € geralmente
associada a um mecanismo que induz a turgescéncia. Plantas de Solanum
lycocarpum e aceroleiras enxertadas apresentaram reducao significativa nos valores
de potencial osmético em resposta ao estresse hidrico. O aumento no teor de
carboidratos solUveis sugere que esta espécie apresenta mecanismo de
ajustamento osmoético, nas condigdes de estresse hidrico, adaptando-a a
sobrevivéncia nessa condi¢cdo (Chaves-Filho & Stacciarini-Seraphin, 2001; Nogueira
et al., 2001).

A medida que o estresse hidrico torna-se rigoroso a desidratacdo de células

do mesofilo inibe a fotossintese (Taiz & Zeiger, 2009), o ajuste osmotico auxilia a
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manutencdo da abertura estomatica e o funcionamento do aparelho fotossintético,

permitindo que este opere mesmo em condi¢des de baixo potencial hidrico (Turner
1997). O crescente aumento da desidratacdo do mesofilo reduz a taxa fotossintética,
a quantidade de assimilados disponiveis para exporte como triose-fosfato do
cloroplastideo para citosol diminui e a sintese de sacarose também. No entanto, a
sintese ou degradagdo do amido é controlada pelo metabolismo da sacarose no
citoplasma, a saida de trioses-fosfato dos cloroplastos funciona como sistema de
fornecimento de ATP e NADPH para o seu consumo na prépria célula. A passagem
das trioses-fosfato através da membrana do cloroplastideo é regulada pelo
transportador de fosfato associada a entrada de fésforo inorganico. O nivel de P; no
citoplasma controla a saida de trioses-fosfato do cloroplasto, podendo limita-la e
reduzir a assimilacdo de CO. pelo excesso de trioses-fosfato no cloroplasto. A
sacarose fosfato sintase (SPS) tem sua atividade rapidamente perdida com
pequenas mudancas no conteddo de &gua, assim fluxo de triose-fosfato do
cloroplastideo € reduzido havendo acumulo de intermediarios fosforilados
promovendo a sintese de amido (Pimentel, 1998).

O fechamento estomatico em resposta ao estresse hidrico reduz a captacao
de CO. atmosférico e a fixacdo deste pela RUBISCO (ribulose-1,5-bisfosfato-
carboxilase-oxigenase). Nestas condicdes, a relagao intercelular CO./O, é reduzida
e a atividade de fotorrespiracdo predomina por meio da RUBISCO. Com o
metabolismo integrado entre cloroplastideo, peroxissomo e mitocondria, o produto
da fixacao do O, pela RUBISCO, 2-fosfoglicolato, forma glicolato e glioxilato, este
ultimo condensa com glutamato formando glicina. A conversao de glicina para serina
na mitocéndria possibilita a formacao de NH4 que pode ser fixado em uma molécula
de glutamato formando glutamina pela glutamina sintetase. A baixa taxa de
fotossintese observada por varios autores pode estar ligada com a atividade do ciclo
C. em detrimento do Cs, e, a baixa fixacdo de CO, pela RUBISCO, pois a mesma
necessita do CO, formado na etapa de formacao da serina na mitocondria para sua
atividade (Pimentel, 1998; Heldt, 2005).

O estresse hidrico muda a propor¢cao dos diferentes carboidratos, conforme
Pelleschi et al., (1997) as concentragcées de amido, glicose e frutose aumentaram
em feijdo com estresse hidrico por 7 dias. Zrenner & Stitt, (1991) sugerem que a
mudanga na proporgéo de carboidratos é devido o aumento da concentragdo de P;

causada pelo pequeno volume celular e talvez pelas mudangas nas enzimas que
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remobilizam amido, as quais produzem mono e dissacarideos em estresses

moderados. Este tipo de resposta conforme Lawlor (2002) é considerada tipo 2, pois
o potencial fotossintético mensurado pela saturacdo de CO. ndo é afetado pela
pequena queda no conteudo relativo de 4gua, mas torna-se progressivamente mais
inibido e pouco estimulado pela elevacdo de CO,, abaixo de um limiar de contetdo
relativo de dgua. Em outros estudos, o potencial fotossintético e o estimulo da taxa
fotossintética pela elevacdo de CO, decresce progressivamente com o declinio do
conteudo relativo de agua da folha, esta resposta é considerada tipo 1.

A reducdo da area foliar € uma resposta precoce ao estresse hidrico, Taiz &
Zeiger (2009) e Kozlowski et al., (1991) comentaram que este € um dos efeitos mais
drasticos do estresse hidrico, levando a um decréscimo na fotossintese e,
consequientemente, no crescimento. A reducdo da area foliar em resposta ao
estresse hidrico foi observada em Tabebuia aurea, Caesalpinia ferrea (Cabral et al.,
2004), Myracrodruon urundeuva (Lenhard et al., 2010), Melaleuca alternifdlia (Silva
et al., 2002), Arachis hypogaea e Vigna unguiculata (Correia & Nogueira et al.,
2004).

A reducgdo da area foliar depende de expansao celular a qual depende da
reducdo da turgidez e extensibilidade da parede celular e aumento o limiar de
amolecimento, ou seja, aumenta a pressao abaixo do qual a parede celular resiste a
deformacéo plastica ou irreversivel. A medida que decresce o contetido de agua na
planta suas células contraem-se e afrouxa a pressao de turgidez contra as paredes,
este processo concentra solutos nas células e a membrana plasmatica torna-se mais
espessa e mais comprimida. A area foliar menor transpira menos conservando um
suprimento limitado de agua no solo por um periodo mais longo (Taiz & Zeiger,
2009). A reducao da area foliar envolve aspectos fisioldgicos que refletem em
modificagdes morfolégicas, tais como observadas por Melo et al., (2007), em plantas
de paspalo submetidas a deficiéncia hidrica, estas apresentaram grupos de células
buliformes com um maior tamanho em altura, sendo que esse crescimento
possivelmente esta relacionado ao enrolamento foliar, de modo a diminuir superficie
a perda de agua por transpiragdo, pois as células buliformes atuam como células
motoras, tanto no dobramento quanto no enrolamento das folhas (Esau, 2000).

As raizes sob estresse hidrico tendem a crescer até as zonas mais umidas do
solo, Sharp et al, (2004) demonstrou que o0s mecanismos envolvidos na

manutencdo do crescimento da raiz primaria de milho sob estresse hidrico incluem
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ajuste osmético, aumento do afrouxamento da parede celular e ajuste de dimensdes

da zona de crescimento. Cabral et al., (2004) observaram maior razdo do
comprimento da raiz/parte aérea em plantas sob tratamento com maior estresse
hidrico proporcionou maior alocagao de biomassa para as raizes. Esta alocagdo nao
somente prioriza a absorcdo de agua, mas também resulta em menor perda por
transpiracao foliar.

Segundo Taiz & Zeiger (2009), essa explicacdo pode ser atribuida ao acido
abscisico (ABA) que induz o crescimento da raiz e estimula a emergéncia de raizes
laterais, enquanto suprime o crescimento foliar. A aplicacdo de ABA no sistema
radicular estimula os fluxos de agua e de ions, sugerindo que o ABA regula o turgor
ndo apenas pela diminuicdo da transpiracdo, mas também pelo aumento do influxo
de agua para as raizes. Portanto, os efeitos do ABA sobre as raizes e as folhas
causam uma reducao da area foliar e um aumento da érea de absor¢cdo de 4gua das
raizes, o que auxilia a planta a enfrentar as condi¢cdes de seca. O ABA funciona
como um mensageiro (sinal) entre a raiz e a parte aérea, em condigbes de
dessecamento do solo, para induzir o fechamento estomético e economizar agua,
antes mesmo de haver variagées no potencial hidrico de folha (Davies et al., 1990).
O ABA tem importante regulagdo na perda de agua em condigbes de déficits
hidricos, pois controla o influxo e efluxo de K™ nas células guardas, assim como os
de CI" e acidos organicos na plasmalema e tonoplasto dessas células, para o
balanco i6nico. Este processo controla a entrada ou saida de agua nas células
guardas e consequliente movimento estomatico (Mansfield & Mcainsh, 1995).

Além disso, em condi¢des de estresse hidrico, 0 ABA promove o crescimento
das raizes e inibe o crescimento do caule pela supressdo da producao de etileno
(Taiz & Zeiger, 2009; Sharp, 2002). O ABA também pode ser acumulado para
promover o sistema antioxidante para manter espécies reativas de oxigénio (ROS)
em niveis ndo-danosos durante o estresse hidrico. As ROS sdo produzidos em
grandes quantidades em tecidos estressados, que tratamento com ABA tem
mostrado aumento na expressdo de genes para enzimas antioxidantes como
catalase em folhas de milho (Guan et al., 2000), e o excesso de ROS pode levar
aumento na sintese de etileno (Overmyer et al., 2000). Além disso, o ROS e H20;
interagem no fechamento estomético em resposta ao ABA, no entanto ndo se sabe
se 0 ABA estimula a producdo de 6xido nitrico (NO) pela redutase do nitrato visto

que o mesmo pode ser formado em outras vias (Desikan et al., 2002).
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O estresse hidrico afeta o metabolismo de nitrogénio, atividade da redutase

do nitrato é afetada pelo estresse hidrico e concentragdes de nitrato, além disso, 0
nitrato ndo somente modula a transcricdo da redutase do nitrato, mas é também um
importante determinante da estabilidade de transcricées (Galangau et al., 1988). Um
severo ou prolongado estresse de nitrato pode ndo somente resultar na reducéo da
transcricdo de genes, mas também em reduzida estabilidade na tradugdo da
proteina redutase do nitrato (Galangau et al., 1988; Ferrario et al., 1995). Conforme
Kaiser & Brendle-Behnisch, (1995) a redutase do nitrato tem maior atividade em
meio acido (pH=5,2 com reducdo de 0,5 a 1 unidade), além disso a ativacdo ocorre
devido a desfosforilacdo da proteina nitrato redutase, pois quando acido okadaico foi
adicionado a enzima foi inibida pela inativacdo da nitrato redutase fosfatase.

Dhindsa & Bewley (1977) estudaram o efeito do estresse hidrico em musgos
sensiveis e ndo-sensiveis a dessecagdo e observaram que a sintese protéica foi
mais inibida na espécie sensivel que na nao-sensivel, e o estresse hidrico muda o
padrdo da sintese protéica. A agcédo primaria do stress hidrico pode ser em romper
polissomos ligados a membrana pela contracdo das membranas, reduzindo os sitios
de ligacdo. H4 uma perda de polissomos que ndo sdo mediados através do aumento
da atividade ribonuclease durante o stress hidrico ou dessecacdo. Tem sido
sugerido que a agao primaria do stress hidrico pode ser em romper polissomos
ligados a membrana pela contragdo reduzindo assim o numero de sitios de ligacao.
Danos a membrana podem restringir a sintese protéica.

Pinheiro et al., (2001) observaram reducdo na taxa de proteina soluvel em
folhas de tremoco em resposta ao estresse hidrico, ainda estas proteinas séo
tipicamente relacionadas a resposta a estresses. Além disso, 0 estresse hidrico
pode induzir mudancas na sintese protéica, o ABA pode proteger as plantas de
maiores danos devido a desidratacdo além de promover a sintese protéica como
observado por Jiang & Huang, (2002). Plantas sob estresse hidrico e tratadas com
ABA apresentaram altos niveis de polipeptideos de 20-kDa sugerindo que estas
proteinas podem melhorar a funcdo do ABA na tolerancia ao estresse hidrico. Em
cultivares tolerantes a seca de Vicia faba sob estresse hidrico, o conteudo
intercelular de proteinas soluveis foi aumentado e reduzido em cultivares néao-
tolerantes. Além disso, a cultivar tolerante apresentou maiores atividades de
enzimas apoplasticas do que na cultivar tolerante em condigcbes na presenca e

auséncia do estresse hidrico. O aumento da atividade das enzimas: fosfatase,
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peroxidase, B- glucosidase, a-manosidase, fosfodiesterase e B-galactosidase, pode

indicar tolerancia a seca (El-Tayeb & Ahmed, 2007).

Barathi et al., (2001) observaram o acumulo de polipeptideos, com massa
molecular de 78 e 92 KDa, em folhas de amora sob estresse hidrico. Um estudo do
efeito da salinidade e deficiéncia de ions em dois géneros da camomila mostrou que
o padrao de proteinas extraidas de folhas sob estresse salino nao foi diferente das
plantas controle, exceto pelos novos 14 e 18 polipeptideos que apareceram em
individuos tratados apenas com estresse. Em plantas sob estresse salino e
deficiéncia de ions houve a perda de polipeptideos, as raizes sintetizaram osmotina
e as folhas produziram polipeptideos de 26 kDA MW (Siahsar et al., 2011). Radha &
Reddy (1994) observaram a presenca de osmotina em arroz sob estresse salino. Um
conjunto de proteinas que aumentaram de 1,3 para 5,0 vezes sob estresse hidrico, a
principal tendéncia parece ser para enzimas envolvidas em vias metabdlicas tais
como glicélise e ciclo de Krebs e a via mais especializada, a fenil-propandide
(Riccardi et al., 1998).

2.3 MECANISMOS DE RESPOSTA AO ESTRESSE HIPOXICO

Plantas submetidas ao estresse de oxigénio exibem sintomas como
murchamento, clorose das folhas, hipertrofia do caule, alteragbes morfoanatémicas,
diminuigdo do crescimento e da produtividade e morte das raizes (Bradford & Yang,
1981; Kramer, 1983). Sa et al., (2004) observaram o aumento da densidade de
raizes conforme o rebaixamento do nivel freatico em plantas de ervilha. Plantas
tolerantes a anoxia sao capazes de formar raizes adventiceas e desenvolvimento de
aerénquima para facilitar o transporte de oxigénio em tecidos em anaerobiose.
Alguns estudos mostraram a reducdo do conteudo relativo de agua e outros a
indiferengca no parametro; em contraste o decréscimo da condutancia estomética
devido ao fechamento estomatico é considerado uma reagdo geral em raizes sob
hipoxia (Dreyer et al., 1991; Armstrong et al., 1994; Vartapetian & Jackson, 1997).

Gregério et al., (2008) mostraram que plantas de Tabebuia alba (ipé-rosa) sob
alagamento em agua parada e corrente apresentaram reducdo na area foliar e
didmetro do colo, Pires et al., (2002) estudando cultivares de soja sob hipoxia

observaram epinastia foliar e formagéao de rachaduras no caule na regiao submersa,
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ja algumas horas apo6s a inundagao. Posteriormente, houve alargamento (hipertrofia)

e formacao de uma regido esponjosa na base do caule, e também o surgimento de
raizes adventicias, morte da raiz principal e o desenvolvimento de raizes laterais. A
maior parte dessas modificacbes € desencadeada pela elevagcdo nos teores de
etileno interno, quando da inundacéao (Jackson, 1985).

A taxa fotossintética também é prejudicada pelo estresse de oxigénio e pode
ser atribuida a diversos fatores: baixo potencial hidrico e condutancia estomatica,
baixas atividades de enzimas fotossintéticas, prejuizos no transporte de
fotoassimilados e baixo conteudo de clorofila (Huang et al., 1994; Liao & Lin, 1994).
A redugdo na conduténcia estomatica pode diminuir a taxa de fotossintese, mas o
estresse de inundagdo pode afetar diretamente o aparelho fotossintético,
independentemente da condutancia estomatica (Arruda & Calbo, 2004). A reducao
na regeneracao da RUBISCO (Bradford, 1983), a inibicdo da fotossintese devido ao
acumulo de amido (Topa & Cheeseman, 1992) e a reducdo na atividade da
RUBISCO (Pezeski, 1994) tém sido sugeridas como causas da reducdo da
fotossintese em plantas submetidas a inundagédo. Regehr et al., (1975) e Phung &
Knipling (1976) sugeriram que a abertura estomatica controla a taxa de troca de CO,
(CER) em plantas sob hipoxia, pois a redu¢ao da condutancia estomatica coincidiu
com a redugdo da CER e a baixa concentragao intercelular de CO, foi observada
(Davies & Flore, 1986). No entanto o decréscimo da CER independente da
condutancia estomatica em girassol foi observada (Guy & Wample, 1984). A reducao
da regeneracgao da ribulose 1,5 bisfosfato (Bradford, 1983) ou inibicao por feedback
resultante do acumulo de amido (Wample & Davis, 1983; Vu & Yelenosky, 1991;
Topa & Cheeseman, 1992) foram sugeridas em estar envolvidas em fatores nao
estomaticos. Conforme Drew (1997), em hipoxia a pressao parcial de oxigénio é
baixa o suficiente para limitar a producdo de ATP pela mitocéndria enquanto em
anoxia a producdo mitocondrial de ATP e insignificantemente comparada aquela
gerada pela glicolise e fermentacéo.

O transporte no floema é inibido pela hipoxia diminuindo assim o fornecimento
de carboidratos as raizes (Barta, 1987; Waters et al., 1991).0 fornecimento de
carboidratos e a regulacdo do metabolismo de carboidratos e de energia séo
importantes para o longo estresse hipéxico (Andreev et al., 1991; Schliter et al.,
1996). As raizes hipéxicas ou andxicas falta energia suficiente para sustentar

processos fisiologicos dos quais dependem as partes aéreas. As raizes sob hipoxia,
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a glicolise e fermentagdo podem exceder o metabolismo aerdbio, e a respiracdo

mitocondrial cessa na auséncia de aceptor de elétron. Como resultado, a geragéo de
ATP cai de 36 para 2 Moles por Mol de glicose metabolizada (Fox et al., 1994;
Morard & Silvestre, 1996). Embora o acoplamento da glicélise com fermentacao
permita somente sintese limitada de ATP, pela fosforilacdo a nivel de substrato,
regenera NAD* e remove o excesso de prétons (Fan et al., 1997). Em tais situacdes
o “efeito Pasteur” pode ocorrer que é a glicélise acelerada sob anoxia a fim de
atender a demanda de ATP, a despeito da baixa eficiéncia da producao de ATP
comparada com a respiracao aerébia (Vanlerberghe et al., 1990; Vanlerberghe &
Turpin, 1990). No entanto, o “efeito Pasteur” per se nao mostra alguma correlagcao
com tolerancia a hipoxia (Kennedy et al., 1992).

Quando a fosforilacdo mitocondrial é inibida pela auséncia de O, e a glicélise
e a fermentacdo sdo promovidas, ha acumulo de diversos produtos como etanol,
lactato, alanina, Gaba, succinato e malato (Fan et al., 1988; 1997). De acordo com
Bouny & Saglio (1996), a queda do pH e concentragdo de ATP ocorrente em
anaerobiose limita a fosforilagcdo de hexoses pelas quinases. Embora a estrutura
mitocondrial possa ser afetada pela anaerobiose, todas as enzimas do ciclo de
Krebs continuam presentes e a parcial operacdo do ciclo é importante no
fornecimento de precurssores de diversas vias biossintéticas como assimilagao de
amodnio ou sintese da molécula heme (Andreev et al., 1991; Kennedy et al., 1992;
Ricard et al., 1994). As vantagens da fermentacdo anaerdbia sdo baseadas no
aumento da produgédo de ATP por mol de substrato fermentado, formacdo de NAD*
e dissipacdo de agentes reduzidos e manutencado do pH celular (Souza & Sodek,
2002). A primeira via de resposta a hipoxia é a fermentagdo de piruvato a lactato
pela lactato desidrogenase. Em vista dos diferentes 6timos de pH das enzimas
citosoélicas envolvidas na fermentacédo, quando o pH intracelular reduz ha mudanca
da fermentacao lactica para a fermentagao alcodlica (Taiz & Zeiger, 2009).

A regulagdo hormonal em vista a tolerancia a hipoxia é baseada no aumento
da concentragao de etileno, o qual interage com giberelinas e auxina. Em condi¢des
de hipoxia o etileno participa na extensdo da parte aérea e na morte celular
programada do desenvolvimento de aerénquima e na formagdo de raizes
adventiceas. Em plantas de tomate, a base molecular para aumento na sintese de

etileno esta na inducdo da ACC-sintase, o ACC sintetizado nas raizes é entao
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transportado para a parte aérea onde é convertido em etileno (Grichko & Glick,

2001).

Sob hipoxia proteinas anaerdbicas (ANPs) séo sintetizadas, a maiorias delas
envolvidas na mobilizagcdo de carboidratos para fermentagédo (Sachs et al., 1996).
Muito tem sido investigado sobre a indugdo transcricional sob anaerobiose das
enzimas da glicélise e fermentacdo alcoodlica (Peschke & Sachs, 1993). A hipoxia
também estimula a interconversdao de aminoécidos livres, enquanto o aumento de

aminoacidos livres é devido a protedlise (Reggiani et al., 1988).

2.4 ASPECTOS MORFOLOGICOS E ETNOBOTANICOS DA
GABIROBEIRA

A familia Myrtaceae Jussieu compreende 3.500 espécies, subordinadas a 100
géneros. Seus representantes apresentam porte arbustivo ou arbéreo (Barroso,
1984). Segundo Gemtchijnicov (1976) e Legrand & Klein (1977), a familia é dividida
em duas subfamilias, a saber:

1 - Leptospermoideae, cujos representantes apresentam frutos secos do tipo
capsula, aquénio e pixidio. Sua maior dispersao se da na Austrdlia e Polinésia, e;

2 - Myrtoideae, que fornecem frutos carnosos, geralmente baciformes.

O género Campomanesia, a que pertence a espécie em estudo, esta incluido
na subfamilia Myrtoideae (Cronquist, 1968, 1984; Landrun, 1986). As espécies
desse g@énero possuem importancia econdémica diversificada. Seus frutos
comestiveis sdo consumidos por varias espécies de passaros e mamiferos, sendo
também usados na producdo de doces caseiros, sorvetes, aguardente, licores e
refrescos. (Vallilo et al., 2005).

A espécie Campomanesia spp € uma Myrtaceae frutifera lenhosa, geralmente
arbustos e as vezes arvores, pertencente a uma das 3.600 espécies distribuidas em
mais de 100 géneros que compdem esta familia botanica (Barroso, 1991). A arvore
é silvestre e se multiplica por sementes, possuindo de 15 a 25 metros de altura e 30
a 50 centimetros de didmetro. Suas folhas sdo opostas, ovaladas ou oblongas,
miudas, verde-claras, inicialmente transparentes e mais tarde opacas (Alzugaray,

1984). As flores sdo brancas solitarias ou reunidas nas axilas das folhas. O fruto é
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uma baga globosa achatada, amarelada, comestivel, com 5 a 6 sementes coridceas

miudas (Cravo, 1994).

A arvore fornece madeira branca bastante resistente e a lenha goza de
preferéncia para a sapecagem e torrefacdo da erva-mate. E classificada como
arvore produtora de alimentos para passaros e suas flores sdo freqlentemente
visitadas pelas abelhas. Os frutos suculentos sdo apreciados tanto pelos homens
quanto pelos animais (Alzugaray, 1984). Segundo Barroso (1991), o embrido das
sementes das Myrtaceae oferece amplo campo de investigacdo e tem servido de
base para sua classificacdo em tribos, sendo que a Campomanesia apresenta uma
forma mais especializada do “embrido pimentoide” (Klafke, 2009).

Cruz & Kaplan (2004) ao estudarem o uso medicinal de plantas das familias
Myrtaceae e Melastomataceae no Brasil, observaram que estas duas familias
apresentam um grande numero de espécies e sao componentes importantes de
muitos biomas brasileiros, mas relativamente poucas sdo empregadas para fins
medicinais. No levantamento realizado verificaram que a familia Myrtaceae
apresentou um numero maior de espécies empregadas para fins medicinais,
somando 71,4 % do total, enquanto Melastomataceae obteve cerca de 28,6% das
citacoes. Espécies de Myrtaceae sdo empregadas principalmente em disturbios
gastrointestinais, estados hemorragicos, doencgas infecciosas, sua acdo podendo
estar relacionada as propriedades adstringentes da planta. As partes mais usadas
sao as folhas, cascas e também os frutos que sdo comumente consumidos. Quanto
ao género Campomanesia, as espécies usadas com fins medicinais encontradas,
foram: Campomanesia guazumifolia, de acordo com Dorigoni et al., (2001);
Campomanesia xanthocarpa O. Berg, (Dorigoni et al., 2001; Piva, 2002; Coelho de
Souza et al., 2004); Campomanesia coerulea O. Berg (Berg,1993; Vieira & Martins,
2000); e, Campomanesia aurea Berg (Mors et al., 2000).

O conhecimento a respeito da gabirobeira é importante para sua insercéo no
mercado consumidor, preservacdo em seu estado natural e implantagdo de futuras
lavouras comerciais. Entretanto, ndo ha estudos inerentes a gabirobeira, tem se
encontrado na literatura apenas que a espécie por ser rustica, é de facil manutencao
(Periotto, 2008). No entanto, Assis et al., (2010) mostraram que a responsividade a
micorriza de Glomus etunicatum, e na nutrigdo com calcario filler, super fosfato triplo

e uréia. Ainda ndo ha estudos que comprovem a ‘facil manutencado’ da espécie,
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existe atualmente uma grande caréncia de estudos que comprovem sua

responsividade quanto a nutrigdo mineral e manejos culturais.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1.1 LOCALIZACAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi instalado em vasos na casa de vegetacao da Universidade
Federal de Goias — Campus Jatoba. As andlises bioquimicas foram conduzidas no
Laboratério de Bioquimica no periodo de no periodo de 10/02/2011 a 28/02/2011.

3.1.2 TRATAMENTOS UTILIZADOS E CONDUGAOQ DAS PLANTAS

Foram utilizadas mudas de Campomanesia sp oriundas do plantio de
sementes coletadas a campo no municipio de Jatai-GO. Utilizou-se o horizonte
subsuperficial de um Latossolo Vermelho Distroférrico, coletado no préprio Campus.
Depois de seco ao ar e passado em peneira de 5 mm, realizou-se calagem usando
calcario filler para correcao e elevacao da saturacado de bases para 60%, conforme
recomendacédo de Silva et al., (1997). Em seguida o solo foi condicionado em vasos
com capacidade maxima de 5 Kg e mantidos molhados durante 15 dias (Furtini-Neto
et al., 1999).

Apbs atingir saturacao por bases, procedeu-se transplantio das mudas de
gabiroba, estas com idade proxima a um ano e meio € com altura entre 15 e 30 cm,
conduzindo-se uma planta por vaso. Todas as plantas receberam fertilizacao basal
constituida por: 55 Kg ha™ de nitrogénio na forma de uréia, 210 Kg ha™ na forma de
superfosfato triplo e 120 Kg ha™ de cloreto de potassio, no momento e 64 dias apés
o transplantio. A umidade do solo foi mantida em torno de 70% do volume total de
poros por meio de irrigacdes diarias. As plantas permaneceram sob tais condi¢cdes
durante 78 dias. Este perido fez-se necessario para que todas as plantas
superassem o periodo de estresse devido o transplantio das mudas aos vasos e em
vista de sanar deficiéncia nutricional e garantir homogeneidade no desenvolvimento

das plantas.
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Em seguida foram introduzidos trés tratamentos: déficit hidrico,

disponibilidade hidrica (controle) e hipoxia. Em déficit hidrico as plantas nao foram
irrigadas, em disponibilidade hidrica as plantas foram irrigadas diariamente e em
hipoxia o solo foi encharcado até atingir Iamina d’agua de 2 cm acima da superficie
do solo. A partir do momento de introducdo dos tratamentos, estes persistiram
durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias.

3.1.3 VARIAVEIS ANALISADAS

Ao fim de cada periodo dos tratamentos, determinou-se a atividade da enzima
redutase do nitrato em folhas e raizes das plantas de gabiroba. Com a finalidade de
fornecer subsidios a compreensao dos resultados, também foram feitas as seguintes
andlises bioquimicas: conteudo de agucares soluveis totais, sacarose, amido, a-
aminoacidos ou aminodcidos livres totais, nitrogénio total, proteina bruta e soluvel.

O crescimento vegetativo das plantas foi analisado mediante a determinagao
das variaveis: teor de clorofilas ativas, altura de plantas, didmetro de caule, nimero
de folhas, area foliar, comprimento da raiz principal e matéria fresca e seca de folhas

e raizes.

3.1.4 DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE DA REDUTASE DO NITRATO

As coletas de material vegetal, folhas e raizes foram realizadas em horario
fixo, 9 h. Esse procedimento foi adotado, para permitir a comparacdo da acao
enzimatica nas diferentes condicbes do experimento, com o objetivo de minimizar a
variagdo de irradiancia ao longo do dia, sobre a atividade da enzima. A
determinacdo obedeceu ao método descrito por Klepper et al., (1971), modificado
por Meguro & Magalhaes (1982), que baseia-se no principio de que a quantidade de
nitrito liberada por fragmentos de tecidos vivos num tamp&o na presenca de um
agente permanente (propanol) e do substrato (nitrato), reflete a atividade potencial
da nitrato redutase “in situ” (Hageman & Reed, 1980).

A determinacao da atividade da redutase do nitrato foi realizada “in vivo”, as

amostras de tecido fresco de folhas e raizes foram coletadas e lavadas com agua
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destilada. Em seguida, retirou-se fragmentos de 200 mg de massa os quais foram

colocados em tubos de ensaio contendo 5 ml de solugcdo tampéao POy, pH 7,4 (50
mM + KNO3; 200 mM). Essas amostras foram infiltradas a vacuo durante 1 minuto
com a finalidade de aumentar a penetracao da solu¢do nos tecidos. Os tubos de
ensaio contendo o material vegetal foram incubados em camara termostatica tipo
B.O.D a 30° C por 1 hora ao abrigo da luz, envoltas com folha de aluminio. A
paralizacdo da reacgao foi feita com a adicdo de 1 ml de sulfanilamida a 1 % em HCI
(2 N) e, a seguir, adicionou-se 1 ml de a-naftilenodiamino 0,05 %.

A determinacdo da atividade da redutase do nitrato foi feita em
espectrofotbmetro a 540 nm, quantificando-se a quantidade de nitrito (NOy)
produzida, comparando os valores obtidos com uma curva padrdo para esse ion,
previamente estabelecida. Os resultados obtidos dessa variavel foram expressos em
umol NOz g™ MF h'™.

3.1.5 PREPARO DOS EXTRATOS PARA ANALISES BIOQUIMICAS

Para raizes, cerca de 0,2 g (200 mg) de material vegetal moido foi macerado
em 10 mL de agua destilada e em seguida filtrado. O residuo foi novamente
ressuspenso em agua completando-se o volume para 25 mL.

Para folhas, cerca de 0,2 g de material vegetal moido foi homogeneizado em
etanol 80% para solubilizacdo de clorofilas e em seguida macerado em 10 mL de
agua destilada. O residuo foi novamente ressuspenso em agua completando-se o
volume para 25 mL.

3.1.6 DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS SOLUVEIS (AST)

Para determinacado de AST utilizou-se o método proposto por Yemm & Willis
(1954), que fundamenta-se na agéo hidrolitica e desidratante do acido sulfarico
concentrado sobre os carboidratos, e na consequente condensagdo com antrona,
formando um composto colorido (Bezerra Neto & Barreto, 2011).

O reagente antrona foi preparado na hora do uso, diluindo antrona em &acido

sulfdrico puro na obtendo-se solugédo a 0,2%. Aliquotas de 100 pL do extrato vegetal
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(item 3.1.5) foram pipetadas em tubos de ensaio e o volume ajustado a 1 mL com

agua destilada. Em seguida, os tubos foram transferidos para banho de gelo, e
adicionou-se 2,0 mL do reagente antrona, resultando em 3,0 mL de volume
reacional. Os tubos foram fechados hermeticamente e agitados suavemente até a
mistura se apresentar homogénea. Para desenvolvimento da cor, transferiram-se os
tubos para banho-maria a 100°C por 3 minutos, e em seguida novamente para
banho de gelo para resfriamento.

O conteudo dos tubos foi homogeneizado e transferido para cubeta
espectrofotométrica e as leituras foram realizadas no comprimento de onda de 620
nm. A concentracdo de AST foi determinada conforme curva-padrdo pré-
estabelecida utilizando-se glicose anidra (PM=180,16 g mol) nas concentragdes: 0,
6, 12, 24, 36, 48 e 60 ug.

3.1.7 DETERMINAGCAO DE SACAROSE

A determinagdo de sacarose se baseia na quantificagdo de oligossacarideos
soluveis conforme método da antrona (Yemm & Willis, 1954), com a prévia
destruicdo de monossacarideos (Van Handel, 1968) pela acdo do hidroxido de
potassio (KOH). Para tal, 100 pL do extrato vegetal (item 2.1.5) foram pipetados em
tubos de ensaio, o volume ajustado para 1 mL com agua destilada. Para destruicdo
de monossacarideos acrescentou-se 200 uL de KOH a 30% em metanol. Os tubos
foram fechados hermeticamente e levados em banho-maria por 10 minutos a 100°C
e em seguida resfriados em banho de gelo.

Ainda sob resfriamento, 2,0 mL do reagente antrona foram acrescentados aos
tubos, que foram em seguida homogeneizados suavemente e novamente tranferidos
para banho-maria por 3 minutos a 100°C, e logo apds imediatamente resfriados em
banho de gelo. O contetdo dos tubos foi homogeneizado e transferido para cubeta
espectrofotométrica e as leituras foram realizadas no comprimento de onda de 620
nm. A concentracdo de sacarose foi determinada conforme curva-padréo pré-
estabelecida utilizando-se sacarose anidra (PM=342,0 g mol”) nas concentracées:
0, 25, 50, 100 e 200 mg L.
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3.1.8 DETERMINAGAO DE AMIDO

O método utilizado para determinacao de amido foi 0 mesmo para AST (item
3.1.6), no entanto houve-se a necessidade de remocdo dos carboidratos solUveis
presentes no tecido. A remocao foi feita procedendo o método para obtencao dos
extratos (item 3.1.5), porém o material utilizado foi o precipitado da suspenséo, cujo
o conteudo de carboidratos sollveis foi removido pela agua e retida no extrato
liquido. Para determinagdo de amido conforme Yemm & Willis (1954) fez-se
necessaria a hidrélise do amido através de um &cido mineral forte e posterior reacao
da antrona com glicose formada. Pesou-se 0,2 g do precipitado em tubos de ensaio,
foram adicionados 13,0 mL de &cido perclérico 52%. Agitou-se ocasionalmente por
um periodo de 15 minutos e adicionou-se mais 10 mL de agua. A solucdo foi
posteriormente centrifugada e o volume completado a 25 mL com agua destilada. O
produto da hidrélise do amido é a glicose, esta foi em seguida determinada com a
reacao da antrona (item 3.4.6). O conteldo de amido foi determinado calculando-se
estequiometricamente conforme a seguinte equacédo conforme Neto & Barreto,
(2011):

Tabela 1: Equacéao estequiométrica para determinagdo de amido proposta por
Neto & Barreto, (2011) o qual quantifica a quantidade de glicose hidrolizada

conforme o0 método de Yemm & Willis, (1954) multiplicando-se pelo fator 0,9.

Amido Agua Glicose
(CeH100s)n + nH2O e nCsH1206
162 + 18 e 180
162 (amido) ~ ------------mmommooeeeees 180 (glicose)
S 1

Amido = Glicose x 0,9
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3.1.9 DETERMINAGCAO DE AMINOACIDOS LIVRES TOTAIS

Para determinagdo de a-aminoacidos, 100 puL do extrato vegetal (item 3.1.5)
foram pipetados em tubos de ensaio, o volume foi ajustado para 1 mL com &gua
destilada. Os reagentes A, B e C, (A — tampao citrato de sédio 0,2 M, pH=5,0; B —
Ninhidrina 5% em Metil Celosolve e, C — KCN 2% em Metil Celosolve) preparados no
dia do uso foram adicionados aos tubos, nas doses 0,5 0,2 e 1,0 mL,
respectivamente; e em seguida foram agitados e tranferidos para banho-maria a
100°C por 20 minutos para desenvolvimento da cor (Yemm & Cocking, 1955).
Posteriormente, completou-se o volume para 4 mL com etanol 60%. O conteddo dos
tubos foi homogeneizado e transferido para cubeta espectrofotométrica e as leituras
foram realizadas no comprimento de onda de 570 nm. A concentragcao de a-
aminoacidos foi determinada conforme curva-padrao com glicina nas concentragoes:
0; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 € 0,10 umol de a-aminoéacidos.

3.2.1 DETERMINAGAO DE PROTEINA SOLUVEL

Para proteina soluvel, 100 uL do extrato vegetal (item 3.1.5) foram pipetados
em tubos de ensaio, o volume foi ajustado para 1 mL com &gua destilada e
acrescentou-se 5 mL do reagente de Bradford. A suspensao foi homogeneizada em
'vortex', e foram realizadas leituras em espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 595 nm. A concentragdo de proteina soluvel foi estimada conforme curva padréao
utilizando-se albumina de soro bovino (BSA) nas concentracdes: 0, 20, 40, 60, 80 e

100 ug de proteina soltvel (Bradford, 1976).

3.2.2 DETERMINAGAO DE PROTEINA BRUTA

Para determinacdo de proteina bruta, cerca de 0,2 g de amostra seca foi
digerida em 10 mL de &cido sulfurico puro juntamente com mistura catalitica
constituida por sulfato de cobre e sulfato de sédio. A digestdo procedeu-se durante 4
horas em bloco digestor com temperatura maxima atingida de 400°C. Apéds

resfriamento acrescentou-se 10 mL de agua destilada e seguiu-se destilagdo com
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auxilio de NaOH 50%. O destilado foi recolhido em solucdo de acido bérico e

indicador misto, que foi titulado com acido cloridrico (HCI) 0,1 N, padronizado com
carbonato de sédio. A concentracdo de nitrogénio nas amostras foi determinada
conforme curva-padrao utilizando solu¢des-padrao nas seguintes concentragdes: 0;
3,14; 6,28; 9,42; 12,56 e 15,70 mg de nitrogénio. O teor de proteina total foi obtida
multiplicando-se a concentragdo de nitrogénio com fator 6,25.

A determinacado de proteina-bruta baseou-se na diferenca entre o teor de
proteina total e proteina solUvel previamente determinada (item 3.2.1) conforme

Bradford (1976) nas mesmas amostras.

3.2.3 CRESCIMENTO VEGETATIVO

A determinacdo da altura (cm) das plantas foi feita utilizando régua
milimetrada entre o nivel do solo, na regido do colo da planta, e a insergdo do ultimo
par de folhas expandidas.

O didmetro do caule (mm) foi determinado utilizando um paquimetro digital,
obtendo as medidas na regido do caule localizado abaixo da cicatriz de insercao das
folhas cotiledonares.

O numero de folhas, area foliar e comprimento da raiz principal foram
quantificados utilizando o software Imaged, baseadas em fotografias digitais. As
imagens digitais foram obtidas utilizando-se uma cémera digital da marca Sony,
modelo DSC-P31 com 2.0 mega pixels de resolucdo. As fotos foram registradas com
uma resolucdo de 640 x 480 pixels, respeitando, sempre, uma distancia fixa de 15
cm entre a superficie das folhas e raizes e a objetiva da camara.

As imagens digitais foram avaliadas pelo Software ImageJ versdo 1.32]
(Wayne Rasband National Institute of Health, USA). As imagens obtidas possuiam
1,2 MB em RGB, sendo reduzidas para 300 KB com 8 bits. Foi definida escala em
cm para analise computacional convertendo-se a distancia conhecida em pixels para

cm com base na escala registrada a foto da amostra.
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3.2.4 ANALISE DE CRESCIMENTO

Utilizando-se os parametros avaliados no item 3.2.3 determinou-se a analise
de crescimento conforme as seguintes equagoes:

Area foliar especifica (AFE):

AFE = AF / PF (area foliar dm? peso foliar g'); expressa em dm? g™

Racao de peso foliar (RPF):

RPF = PF/Pt (matéria seca da folha g"' / matéria seca total g'); expressa em
g'g"

Razao de area foliar (RAF):

RAF = AF/P (area foliar dm? matéria seca total g'); expressa em dm? g

Taxa de crescimento absoluto (TCA):
TCA = P, — Py/to - t; (P2= matéria seca total g no tempo final, Py= matéria

seca total g no tempo inicial, to=tempo final e t;=tempo inicial); expressa em g dia
;

Taxa de crescimento relativo (TCR):
TCR = (In P2 —In P1)/ 12 — t1; (In P2=logaritmo natural da matéria seca total g°
' no tempo final, In P1=logaritmo natural da matéria seca total g”' no tempo inicial,

t,=tempo final e t;=tempo inicial); expressaem g”' g dia™.

Taxa assimilatéria liquida (TAL):

TAL = (P2 — P1)/(Af2 — Af1) * (In Af2 — Ln Af1)/(t2 — t1); (P>= matéria seca total
g no tempo final, P1= matéria seca total g”' no tempo inicial, Af,=area foliar dm? no
tempo final, Af;= area foliar dm? no tempo inicial, tz=tempo final e t;=tempo inicial);

expressa em g dm? dia™.

indice de area foliar (IAF):
IAF = TCR * RAF (taxa de crescimento relativo / razdo de area foliar);
expressa em dm? dia.
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O teor de clorofilas ativas foi determinado em duas folhas completamente

expandidas, localizadas entre as folhas mais jovens e as mais maduras. Utilizou-se
o medidor eletrénico de teor de clorofila Clorofilog®, situando-o no limbo na direcdo

paralela a nervura central. Utilizou-se a média como variavel a ser analisada.

3.2.5 CONTEUDO DE MATERIA FRECA, SECA E AGUA

Imediatamente apo6s coleta, as plantas foram lavadas com agua destilada e
pesadas em para quantificar o peso fresco da planta inteira (g”'). Em seguida pesou-
se em separado raizes e parte aérea (folhas, caule e peciolo) para quantificar
contetido de matéria fresca de raizes e parte aérea (g™).

Raizes e parte aérea foram secas em estufa de ventilagéo forcada a 65°C, até
atingir peso constante. Em seguida as amostras foram levadas a estufa de 105°C
durante 24 horas determinando-se o peso ao final do periodo, possibilitando a
quantificacdo do contelido de matéria seca de raizes e parte aérea (g' planta)
(Silva, 2002).

O conteudo de &gua na biomassa fresca foi determinado conforme a
equacao:

Agua = (peso fresco total — peso seco total / peso fresco total); sendo
expresso em g’ planta.

Agua = (peso fresco total — peso seco total / peso seco total); sendo expresso

em g planta.

3.2.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise de variancia procedeu-se conforme delineamento inteiramente
casualisado comparando o efeito dos trés tratamentos (déficit hidrico, disponibilidade
hidrica ou controle e hipoxia) dentro de cada periodo de persisténcia (0, 3, 6, 9,12,
15 e 18 dias).

Quando F significativo realizou-se o teste Tukey para comparac¢do de médias

a 5% de significancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Contelido de Matéria Fresca de Folhas e Raizes

Foram observadas diferencas significativas no contetdo de matéria fresca de
folhas de gabirobeiras submetidas aos diferentes tratamentos (Figura 1), o estresse
hidrico e hipoxia acarretaram em redugdes durante 12 e 18 dias. Em raizes, o
conteldo de matéria fresca ndo foi afetado significativamente pelos tratamentos, a
produgao variou entre 3 e 6 g' planta (Figura 2). Ainda que tratamento hipoxia nao
afetasse significativamente a matéria fresca de raizes, nota-se que o tratamento
obteve menores producdes de biomassa, contrastando claramente com o tratamento
controle, o qual apresentou incrementos crescentes da produgao de biomassa com o
prolongamento do tempo.

Conforme a Figura 3, o conteldo de matéria fresca total de gabirobeiras no
tratamento controle apresentou dindmica inversa em relacdo ao estresse hidrico e
hipoxia, pois nestes o prolongamento dos tratamentos induziu menor produgdo de
massa fresca. Durante 6 dias, o conteudo de massa fresca total foi reduzido pelo
estresse hidrico, enquanto hipoxia manteve taxa semelhante ao controle. Logo
durante 9 dias houve reducdo no conteldo de massa fresca em hipoxia e aumento
em estresse hidrico, e, durante 12 dias houve redugdo em estresse hidrico e hipoxia.

Em plantas sob estresse hidrico, logo aos 15 dias as folhas apresentaram
sinais de desidratacdo e senescéncia, porém a abscisdo nao havia ocorrido. A maior
producdo de matéria fresca em resposta ao estresse hidrico provavelmente ocorreu
devido fechamento estomético, que atua inibindo mais a transpiragdo que reduzindo
as concentragdes intercelulares de CO.. Desta forma, a fotossintese ainda ocorre
produzindo biomassa fresca até o estresse hidrico tornar-se rigoroso, quando a
desidratacdo do mesofilo inibe a fotossintese, como nota-se aos 18 dias, quando a
producédo de matéria fresca decresce e a desidratacdo € mais intensa.

O prolongamento da hipoxia promoveu efeito semelhante ao estresse hidrico,
aos 15 e 18 dias as folhas apresentaram clorose, necrose, senescéncia precoce de
folhas, abscisdo de folhas mais velhas e murchamento. Estes sinais sdo evidéncias
do efeito estressante da hipoxia de raizes e que mudangas metabdlicas ocorreram
objetivando evitar danos na taxa fotossintética das folhas para fornecimento de

energia para tecidos sob letais deficiéncias de oxigénio.
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Figura 1: Conteudo de Matéria Fresca de Folhas
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Figura 3: Conteldo de matéria fresca de folhas de gabirobeiras submetidas a estresse
hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada

época n3o diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. : N&o

significativo.

20 4 Figura 2: Conteudo de Matéria Fresca de Raizes
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Figura 4: Conteido de matéria fresca de raizes de gabirobeiras submetidas a estresse

hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada
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época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. ": Nao

significativo.

30 1 Figura 3: Conteudo de Matéria Fresca Total
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Figura 3: Conteldo de matéria fresca total de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e
hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao
diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. : N&o significativo.

O conteudo de matéria seca possibilitou uma melhor analise dos efeitos na
dindmica de particdo de biomassa em raizes e parte aérea em gabirobeiras sob
diferentes condigbes ambientais. O efeito dos tratamentos na matéria seca de folhas
foi significativo aos 12 dias de persisténcia. Neste periodo o estresse hidrico e
hipoxia apresentaram taxas significativamente menores em relagdo ao controle
(Figura 4). A matéria seca de raizes foi significativamente afetada pelo estresse
hidrico e hipoxia (Figura 5). Aos 12 dias de estresse hidrico e hipoxia a producéo de
biomassa seca em raizes foi substancialmente reduzida e logo retomou a taxas
semelhantes aos periodos iniciais.

Em condicbes de estresse hidrico é comum as plantas fecharem os
estbmatos como alternativa de evitar a perda de agua, mas este mecanismo
prejudica a difusdo de CO. na fixagdo em esqueletos de carbono para produgao de
biomassa prejudicando a fotossintese, além da ascensdo de agua e nutrientes via
fluxo de massa na corrente transpiratéria do xilema. Plantas com raizes sob hipoxia

também apresentam reducdo da producdo de matéria seca, visto que o solo
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saturado com agua prejudica a absor¢ao de agua e nutrientes pelas raizes, além de

efeitos negativos no aparato fotossintético acarretando redugcbes na taxa
fotossintética e morte de raizes.

O conteddo de matéria seca total em gabirobeiras sob estresse hidrico e
hipoxia durante 12 dias foi significativamente reduzido em relagdo ao controle
(Figura 6). Foram observadas diferencas significativas na razdo no conteudo de
matéria seca entre raiz e parte aérea aos 18 dias de persisténcia dos tratamentos,
nestes a menor razdo ocorreu em hipoxia (Figura 7). Houve uma reducédo do
acumulo de biomassa nas raizes de plantas sob hipoxia, enquanto as plantas sob
estresse hidrico apresentaram valores de razao préximos aos encontrados no
tratamento testemunha. A relacdo em torno de 1,0 evidencia o equilibrio funcional de

produtividade na parte aérea e subterranea da planta.

Figura 4: Conteiido de Matéria Seca de Folhas
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Figura 4: Conteldo de matéria seca de folhas de gabirobeiras submetidas ao estresse
hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada
época ndo diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. : N&o

significativo.
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Figura 5: Contetido de Matéria Seca de Raizes
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Figura 5: Conteldo de matéria seca de raizes de gabirobeiras submetidas ao estresse
hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada

época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. ": Nao

significativo.

Figura 6: Conteiido de Matéria Seca Total
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Figura 6: Conteldo de matéria seca total de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e

hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao
diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. " Nao significativo.
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Figura 7: Razédo entre conteido de matéria seca de raizes e parte aérea de gabirobeiras
submetidas ao estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela
mesma letra em cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de
probabilidade. " N3o significativo.

A particdo de biomassa depende da espécie, do gendtipo, plantas sob
estresse hidrico tendem alocar mais energia as raizes para manutencdo do
crescimento em direcdo as zonas mais Umidas do solo. As raizes andxicas ou
hipoxicas falta energia para manter os processos fisiol6gicos, a reducao desta
relacdo se deve ao metabolismo anaerdbio das raizes, ocorrendo baixa producao de
biomassa. Em condicbes de hipoxia este fenébmeno pode ocorrer devido aclimatacao
as condicoes anaerdbias, cujas algumas estratégias sao: controle do pH citosdlico,
geracgao continua de ATP pela glicélise, fermentagédo e armazenamento suficiente de
reserva para a respiracao anaerobia durante periodos prolongados.

Foram observadas diferengas significativas no contetdo de agua na matéria
fresca de folhas de gabirobeiras sob os diferentes tratamentos durante 3, 12, 15¢e¢ 18
dias (Figura 8). As taxas foram significativamente maiores no tratamento hipoxia e
as menores foram observadas em estresse hidrico. A Figura 9 apresenta o
significativo efeito do estresse hidrico no conteudo de agua na matéria seca de
folhas. O conteudo de &gua foi significativamente maior aos 15 e 18 dias de hipoxia,
alcancando valores superiores aqueles apresentados pelo controle no mesmo

periodo.
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O conteudo de agua na matéria fresca de raizes foi significativamente

influenciado pelos tratamentos durante 3, 12, 15 e 18 dias de persisisténcia (Figura
10). Em hipoxia o conteudo de &gua na matéria fresca de raizes foi
significativamente maior enquanto em estresse hidrico foi significativamente menor
nestes periodos em relacao ao controle. Conforme a Figura 11, o contetdo de agua
na matéria seca de raizes foi significativamente afetado pelos tratamentos em todos
os periodos analisados. O tratamento controle e hipoxia apresentaram valores
semelhantes em todos os periodos analisados, todavia em estresse hidrico houve
reducdo significativa no contetdo de agua, esta que manteve taxas semelhantes ao
controle apenas aos 15 e 18 dias.

A reducéo do conteudo de agua em folhas e raizes em periodos prolongados
de estresse hidrico é indicio da deficiente regulacdo estomatica em vista de evitar
perda de agua. Embora as folhas apresentassem sinais de desidratacdo, houve
enrolamento objetivando a redugéo da area foliar e a abscisdo ndo havia ocorrido.
Como mudangas no conteudo relativo de 4gua em folhas sdo pequenas quando o
controle estomético opera eficientemente, € provavel que mecanismos de
sensibilidade de turgor ou concentragéo intercelular de CO, sdo mais importantes no
controle que o conteddo relativo de 4gua.

O menor acumulo de matéria fresca em folhas sugere que a taxa
fotossintética foi substancialmente afetada pelo o prolongamento do estresse hidrico
e que pode ser limitada mais pela concentracao intercelular de CO, do que conteudo
de agua na folha. O fechamento estomatico em baixos conteudos de agua na folha
declina a taxa de assimilacdo de CO, que pode ser compensada pelo consumo de
carboidratos de reserva ao evolver CO. contribuindo com o aumento da
concentracdo intercelular e ponto de compensacdo de CO, quando o conteudo
relativo de agua nas folhas é fortemente reduzido (Lawlor & Cornic, 2002).

O conteudo de matéria seca demonstra a produtividade das plantas, menores
teores em estresse hidrico e hipoxia evidenciam menor fixacdo de CO, e
consequente reducdo da taxa fotossintética. A reducdo da taxa fotossintética em
resposta ao estresse hidrico foi observada em clones de café Conilon devido
fechamento estomatico e ndo fotoinibicao (Praxedes, 2003), também em feijoeiro em
sequeiro (Gomes et al., 2000), limoeiro cravo sob estresse salino (Cruz et al., 2003).
Pires et al., (2002) observaram que a cultivar de soja tolerante a hipoxia

apresentaram maiores incrementos de matéria seca de raizes e parte aérea.
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A reducédo do conteudo de matéria seca em plantas sob hipoxia deve-se a

baixa produgédo de ATP (Drew, 1992); b) redugdo na producéo e translocacao de
fotoassimilados para respiragdo (Kozlowski, 1997); c) decréscimo na taxa de
assimilagdo de CO, em razédo do fechamento estomatico (Tang & Kozlowski, 1982;
Pezeshki et al., 1996); d) reducdo na sintese e translocacdo de substancias
reguladoras do crescimento como giberelinas e citocininas, do sistema radicular para
a parte aérea (Reid & Bradford, 1984); e) diminuicdo da taxa de respiracao aerdbica
(Rodrigues et al.,1993). A intensa desidratacido do mesofilo acarreta prejuizos na
reducdo do carbono fotossintético pela restricdo da sintese de Ribulose 1,5
bisfosfato devido redugcédo do potencial fotossintético em baixo contetdo relativo de
agua. A restricao da sintese de RUBISCO é provavelmente causada pela inibicdo de
sintese de ATP, devido a progressiva inativagdo ou perda do fator de acoplamento
resultante do aumento da concentragao iénica (Mg?*) (Lawlor, 2002).

Muitos trabalhos tém verificado que o estresse hidrico prejudica a
fotossintese, como foi observado por Nogueira et al., (2001) em plantas de acerola
com 10 dias de suspenséo de irrigacdo, além disso houve reducao na transpiragéo e
aumento da resisténcia foliar de difusdo de vapor. Tezara et al., (2002) observaram
reducdo da taxa fotossintética em girassol em estresse hidrico severo. Rocha &
Morais (1997) mostraram que a taxa fotossintética liquida alcangou zero aos 30 dias
de suspensdo de rega em Stryphnodendron adstringens e que possivelmente pode
suportar tempo maior de estresse hidrico em condicées de campo sem sofrer danos
irreversiveis das trocas gasosas por meio da redugdo da abertura estomatica e
ajustamento osmotico.

Em condigdes de estresse hidrico as raizes crescem em direcao as zonas do
solo com maior umidade, para isto ha necessidade de alocagédo de assimilados para
o apice radicular e as raizes crescerao até que sua demanda por fotoassimilados da
parte aérea iguale-se ao suprimento. A producdo de biomassa em raizes depende
da alocacdo de assimilados oriundos da fotossintese, em condicées de estresse
hidrico, um maior crescimento radicular pode levar a exploragdo de um volume maior
do solo, favorecendo a absorgdo de dgua e de elementos essenciais. O aumento do
conteudo de matéria fresca e seca de raizes segue a premissa de dependéncia de
assimilados da parte aérea citada acima. A reducdo de expansao foliar reduz o

consumo de carbono e energia, € uma propor¢cdo maior de assimilados vegetais
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pode ser distribuida ao sistema subterrdneo, onde eles podem sustentar o

crescimento posterior de raizes (Taiz & Zeiger, 2009).

Uma importante caracteristica da resposta do sistema radicular é a
capacidade de algumas raizes continuarem alongamento em potenciais hidricos que
sdo baixos o suficiente para completa inibicdo do crescimento do crescimento da
parte aérea. Isto ocorre em raizes adventiceas de milho, as quais necessitam
penetrar a superficie do solo frequentemente seca (Westgate & Boyer, 1985), e em
raizes primarias de uma série de espécies, as quais ajudam o estabelecimento de
plantulas sob condi¢des de seca pela seguranca de fornecimento de agua antes da
emergéncia da parte aérea (Sharp, Silk & Hsiao, 1988; Spollen et al., 1993; Van der
Weele et al., 2000).

Embora haja redugcédo no conteldo de matéria seca de raizes em plantas sob
estresse hidrico, nota-se na Figura 9 que o alongamento das raizes n&o foi afetado,
mantendo-se semelhante ao tratamento testemunha, porém ao analisar a Figura 10,
0S prejuizos na expansdo radicular corroboram com a redugdo do conteudo de
matéria seca de raizes. O ABA esté relacionado na regulagcdo do crescimento da
raiz e parte aérea em condicbes de estresse hidrico por promover o acumulo de
altas concentragcbes em parte aérea e em tecidos de raizes sob condicbes de
estresse hidrico e comumente inibe o crescimento quando aplicado em plantas bem
irrigadas.

Estudos de Sharp et al., (2002) tem mostrado que uma importante funcdo do
ABA endb6geno na manutencdo do crescimento de raizes primarias em baixo
potencial hidrico € em prevenir o excesso de producdo de etileno. Em limoeiro
“cravo” submetido a estresse salino a matéria seca de folhas foi reduzida de forma
quadratica enquanto em raizes a matéria seca foi reduzida linearmente (Cruz et al.,
2003). Xu et al., (2010) mostra que as plantas podem aclimatar a episddios de seca
e reirrigacdo abandonado as partes velhas e renovando as partes novas e pela
promogéao de realocacéo de biomassa em raizes.

O grande efeito do alagamento é sobre o desenvolvimento do sistema de
raizes, a diminuicdo do crescimento pode ser uma estratégia para economizar
energia e manter um funcionamento minimo do metabolismo nas regides mais
afetadas pela hipoxia (Batista et al., 2008), segundo Vartapetian et al., (1978) as
espécies podem se adaptar metabolicamente, morfologicamente ou fisiologicamente

para evitarem a anoxia. Os prejuizos no incremento de matéria fresca e seca em
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folhas ocorrido em hipoxia provavelmente é efeito do fechamento estomatico

induzido por ABA, ocorrendo maior acumulo de agua no mesofilo e a menor
concentracéo intercelular de CO..

A hipoxia afeta o conteddo de matéria seca de folhas, plantas de aroeira nao
apresentaram mudangas enquanto em genipapo ocorreu reducao significativa
(Andrade et al., 1999). Sa et al., (2004) observaram reducées na massa seca da
parte aérea das plantas de ervilha em conseqiéncia da hipoxia. Além disso,
reducdes na fotossintese e condutancia estomatica foram observadas em plantas de
carnauba (Arruda & Calbo, 2004). As causas sugeridas para reducao da fotossintese
em plantas submetidas a hipoxia € a redugdo na regeneracdo da RUBISCO
(Bradford, 1983), a inibicdo da fotossintese devido ao acumulo de amido (Topa &
Cheeseman, 1992) e a reducdao na atividade da RUBISCO (Pezeski, 1994). As
plantas de gabiroba apresentaram murchamento, amarelecimento e senescéncia
prematura de folhas provavelmente devido a aeragado deficiente e aumento da
concentracdo de substancias téxicas no solo, todavia nenhuma planta morreu
durante os periodos de hipoxia.

A reducdo de matéria fresca e seca de raizes com o prolongamento da
hipoxia (Figura 2) é consequéncia da aclimatacdo as condicbes anaerdbias e
expressdo de genes que codificam enzimas do estresse anaerdbio, melhorando a
capacidade de realizar fermentagdo (Drew, 1997). Efeito negativo da inundagao do
solo na densidade de raizes de ervilha foi observado demonstrando certa
sensibilidade da cultura mesmo quando submetida a curtos periodos de hipoxia (Sa
et al., 2004). Quando o suprimento de O e insuficiente para a respiracéo aerébia, as
raizes primeiramente comegam a fermentar piruvato a lactato. Sob pH &cido a
fermentacao lactica é inibida e a alcodlica é ativada. As mudancas de pH estdo
associadas ao comego da morte celular e as raizes anodxicas ou hipdxicas falta
energia suficiente para sustentar processos fisiologicos dos quais dependem as
partes aéreas (Taiz & Zeiger, 2009).

As raizes de espécies de ambientes ndo-Umidos permitem a saida do O, nao
o mantendo na mesma amplitude das espécies de ambientes Umidos dotadas de
aerénquima que impedem a difusdo do O, com barreiras estruturais compostas de
células suberizadas e lignificadas. Portanto no apice das raizes dessas plantas o O,
interno torna-se insuficiente para a respiragdo aerébia e esta falta limita

substancialmente a produtividade em solo anaerdbio (Taiz & Zeiger, 2009).
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Conforme Taiz & Zeiger (2009) a parte aérea continuara crescendo até que a

absorcao de agua pelas raizes torne-se limitante ao crescimento, os valores de r/PA
(Figura 7) apresentados para estresse hidrico corroboram com tal premissa.
Dependendo da espécie e severidade do estresse, as plantas tendem a alocar mais
energia para as raizes na ordem de reduzir o estresse hidrico e nutricional e como
uma garantia no caso de catastrofe como o fogo (Bloom, 1985). Assim, como o
tratamento controle apresentou equilibrio na particido de matéria seca entre raiz e
parte aérea evidenciando que em condigdes 6timas as gabirobeiras tém producao
de biomassa em raiz e parte aérea em equilibrio, estas plantas também
apresentaram um equilibrio na particido de matéria seca mesmo em condi¢des de
estresse hidrico e hipoxia.

Plantas tolerantes ao estresse hidrico, como Tabebuia aurea apresentaram
menor r/PA até 90 dias de estresse, aos 120 dias esta relacio se inverteu ocorrendo
valores significativamente maiores em relacdo as plantas sem estresse (Cabral et
al., 2004). Plantas jovens de aroeira apresentaram aumento na relagdo r/PA sob
estresse hidrico, esta alocacéo prioriza a absorcdo de dgua e também resulta em
menor perda por transpiracao foliar (Cabral et al., 2004). Correia & Nogueira (2004)
observaram alocacao de biomassa da parte aérea para as raizes em plantas de
amendoim submetidas a 35 de suspensao de rega. O crescimento radicular superior
ao caulinar é um comportamento considerado vantajoso para as plantas sujeitas a
estresse hidrico, facilitando a retirada da agua mesmo depois da superficie do solo
ter perdido a umidade durante a estacéo seca.

O acido abscicico (ABA) induz o fechamento estomatico em resposta ao
estresse hidrico, além disso, o tem funcdo na determinacdo das respostas de
crescimento da planta, pois quando os niveis de ABA sdo elevados, o ABA
enddgeno exerce um forte efeito positivo no crescimento da raiz pela repressédo da
sintese de etileno (Sharp, 2004). Estudos indicam que plantas em estresse hidrico
comparada com plantas bem irrigadas requerem aumento nos niveis de ABA para
prevenir excesso da producao de etileno (Sharp, 2002). Varios relatos indicaram que
aumento da razdo na biomassa de raiz e parte aérea sob estresse hidrico
objetivando a obtencdo de agua no solo pelo aumento do sistema radicular. No
entanto sob extremo estresse hidrico, Xu & Zhou (2005) ndo foi observaram
aumento na razao r/PA implicando que ha um limite da umidade de solo na resposta

de alocacao de biomassa em estresse hidrico.
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Ha uma tendéncia de maior acumulo de matéria seca na parte aérea em

plantas sob hipoxia provavelmente devido a morte de raizes o prejuizo na produgao
de biomassa em raizes. A menor producdo de biomassa nas raizes pode estar
associada com a formagéo de aerénquima induzido pela atividade de ACC sintase e
ACC oxidase nas raizes fazendo que ACC e etileno sejam produzidos mais
rapidamente levando a morte e desintegragao celular.

Em plantas de trigo submetidas a hipoxia os niveis de etileno aumentaram em
relacdo ao controle ocorrendo aumento das raizes adventicias e cavidades com
tecido poroso (Calheiros et al., 2000). Gregoério et al., (2008) observaram reducao de
crescimento da parte aérea como radicular de ipé submetidos as condicbes de
hipoxia e anoxia e explica que isto se deve a: baixa produgcdo de ATP, reducdo na
producéao e translocacdo de fotoassimilados para respiracdo decréscimo na taxa de
assimilacdo de CO., em razdo do fechamento estomatico reducdo na sintese e
translocagcdo de substancias reguladoras do crescimento como giberelinas e
citocininas, do sistema radicular para a parte aérea diminui¢cdo da taxa de respiragao
aerdbica (Drew, 1992; Kozlowski, 1997; Tang & Kozlowski, 1982; Pezeshki et. al,
1996; Reid & Bradford, 1984; Rodrigues et al.,1993).

Conforme Andrade et al., (1999) Cytharexyllum myrianthum apresentou
aumento na relagdo r/PA e genipapo apresentou reducao, observacbes ecoldgicas
mostram que C. myrianthum é espécie ocorrentes em ambientes pantanosos ou
locais onde a drenagem do solo é limitada e genipapo ocorre em locais adjacentes a
cursos d’agua temporarios e depressdes. O etileno esta envolvido na resposta a
hipoxia induzindo a epinastia de folhas e em algumas espécies como ervilha e
tomate o ABA induz o fechamento estomatico sem mudangas no potencial hidrico da
folha, mas sim devido a altas concentracdes de sais (Taiz & Zeiger, 2009).

Cabral et al., (2004) trabalhando com aroeira em diferentes disponibilidades
de agua observaram reducéao significativa da altura das plantas em estresse hidrico.
A indiferenga apresentada na altura das plantas submetidas aos tratamentos pode
ser consequiéncia da grande variagdo da altura das mudas obtidas em viveiro. Além
disso, o balangco hormonal pode exercer respostas aos estresses, apesar da sua
concepgao como um hormdnio inibidor do crescimento, o ABA enddgeno restringe o
crescimento do caule somente em condicdes de estresse hidrico e exerce forte
efeito positivo no crescimento da raiz pela repressdo na sintese de etileno (Taiz &
Zeiger, 2009).
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O estresse hidrico afeta o desenvolvimento das plantas diminuindo o

crescimento das raizes e da parte aérea, seja pela inibicdo do alongamento ou da
iniciacdo da expanséo foliar dos entrends (Kozlowski, 1984). No entanto, quando se
considera estratégias de tolerancia a seca de espécies nativas do Cerrado, deve-se
lembrar que estas plantas exibem estratégias de adaptacdo em vista de evitar a
perda de agua em vista do impacto da seca sazonal ocorrente no bioma a um longo
tempo. O impacto da seca sazonal no balanco hidrico de uma planta do cerrado vai
depender principalmente da sua capacidade de alcancar as camadas mais
profundas do solo, que permanecem umidas ao longo do ano (Franco, 2008).

A classificacédo ecolégica da gabiroba, considerada como espécie secundaria
inicial e secundaria tardia pode ser relacionado com as respostas de crescimento da
planta, espécies pioneiras e secundarias apresentam como estratégias de
estabelecimento rapido crescimento inicial e posteriores redu¢des nos indices de
crescimento, independentemente da disponibilidade de nutrientes (Catharino et al.,
2006; Duboc, 2005). Embora os tratamentos ndo afetassem na altura das plantas de
gabiroba, outros trabalhos tém mostrado que o estresse hidrico afeta negativamente
a altura de plantas, como observado em plantas de pau-ferro (Lenhard et al., 2010),
aroeira (Figueirba et al., 2004), ipé (Cabral et al., 2004) e amendoim (Correia &
Nogueira, 2004).

A redugédo do conteludo de agua na matéria seca de folhas e de agUcares
soluveis totais (Figuras 9 e 25) sdo evidéncias da auséncia do ajustamento
osmotico em folhas, segundo Kramer (1995) a adicdo de solutos osmoticamente
ativos as células é mais eficaz em promover o abaixamento do potencial hidrico do
que a proépria perda de agua. Uma reducao de 10% no volume do vacuolo celular,
provoca diminui¢do no potencial osmotico em cerca de 11% do valor inicial, sendo,
entretanto, a adicdo de solutos responsavel por redugdo de até 50% no valor do
potencial osmético da célula. Assim, o ajustamento osmético permite que o
crescimento celular ocorra sob um potencial hidrico que geralmente seria inibidor de
tal condicdo. Ele também auxilia a manutencdo da abertura estomatica e o
funcionamento do aparelho fotossintético, permitindo que este opere mesmo em
condi¢des de baixo potencial hidrico (Turner, 1997).

Freitas et al., (2007) estudando plantas de agai observaram que o teor relativo
de agua diminuiu nas plantas sob estresse hidrico devido a baixa quantidade de

agua no solo e com a transpiracdo, a planta perde agua para a atmosfera tornando-
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se murcha, uma vez que a planta ndo consegue retirar agua do solo. Entretanto em

plantas sob alagamentos o teor relativo de agua nas células € muito alto, pois o solo
esta sempre acima da capacidade de campo, sendo assim a planta possui agua
disponivel, inclusive em seus espagos intercelulares, aumentando-se 0 seu
contetdo de agua. O mesmo foi observado em plantas sob hipoxia, o conteddo de
agua aumentou significativamente devido a saturagdo do solo e menor taxa de

transpiracao em vista do fechamento estomatico.

Figura 8: Contetdo de Agua na Matéria Fresca de Folhas
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Figura 8: Conteldo de agua na matéria fresca de folhas de gabirobeiras submetidas ao
estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em
cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. ":

N&o significativo.
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10 _Figura 9: Contetido de Agua na Matéria Seca de Folhas

%

0 T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18

Tempo em Dias

—&— Estresse Hidrico
—O— Controle
—w— Hipoxia
Figura 9: Conteddo de agua na matéria seca de folhas de gabirobeiras submetidas ao
estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em
cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. E

Nao significativo.

Figura 10: Contetido de Agua na Matéria Fresca de Raizes
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Figura 10: Contelddo de agua na matéria fresca de raizes de gabirobeiras submetidas ao
estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em
cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. ":

Nao significativo.
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10 Figura 11: Contetdo de Agua na Matéria Seca de Raizes
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Figura 11: Contelddo de agua na matéria seca de raizes de gabirobeiras submetidas ao
estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em
cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. ":
Nao significativo.

4.2 Modificagdes na Taxa de Crescimento

Nao foram observadas diferencas significativas na area foliar especifica
(Figura 12) e razdo de peso foliar (Figura 13). Para razdo de area foliar foram
observadas diferengas significativas em hipoxia (Figura 14), onde nota-se aumento
substancial na razdo aos 18 dias, o tratamento testemunha e estresse hidrico ndo
apresentaram diferengas significativas dentre os periodos analisados.

Alguns trabalhos tem mostrado variacdo na area foliar de plantas sob
diferentes regimes hidricos, Pires et al., (2002) estudando o alagamento em plantas
de soja observaram maior area foliar na cultivar tolerante ao excesso de agua e
menor na sensivel; Lenhard et al., (2010) observaram drastica redug¢édo na area foliar
em mudas de pau-ferro e menor taxa em plantas sob alagamento em comparagao
as plantas sob 70% de capacidade de campo; Batista et al., (2008) observaram
reducdo significativa em plantas de Cecropia pachystachya sob 30 dias de

alagamento; Gomes et al., (2000) notaram redugao em feijao sob estresse hidrico e
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Correia & Nogueira (2004) observaram reducdo em amendoim sob 35 dias de

suspenséo total de rega.

Conforme Kozlowski et al., (1991) um dos efeitos mais drasticos do estresse
hidrico é a reducdo na area foliar, levando a um decréscimo na fotossintese e,
consequentemente, no crescimento. No entanto, outros trabalhos evidenciam a
indiferenca na area foliar em diferentes regimes hidricos como observado por Mielke
et al., (2005) estudando Annona glabra sob alagamento, Cabral et al., (2004) nao
observaram diferencas na area foliar em plantas de ipé sob alagamento e estresse
hidrico.

A maior razdo de area foliar encontrada em hipoxia mostra a dindmica da
distribuicao da producao de biomassa em busca de maior superficie de radiacdo em
vista de buscar da radiagdo fotossinteticamente ativa e alocar os fotoassimilados em
resposta a um ambiente particular. Tem sido muito observada redugédo na razdo de
area foliar em plantas com baixa luminosidade, provavelmente a degradacao de
pigmentos fotossintéticos em vista do estresse hipoxico acarretou maior acumulo de
biomassa por unidade de area foliar em vista de compensar a perda e aumentar a

eficiencia fotossintética (Lenhard et al., 2010).

Figura 12: Area Foliar Especifica
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Figura 12: Area foliar especifica (AFE) de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e
hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao

diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. " Nao significativo.
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Figura 13: Razao de Peso Foliar
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Figura 13: Razao de peso foliar (RPF) de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e
hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao

diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. " Nao significativo.

” Figura 14: Razdo de Area Foliar
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Figura 14: Razao de éarea foliar (RAF) de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e
hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao

diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. " Nao significativo.
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Nota-se na Figura 15 o efeito negativo do prolongamento da hipoxia e
estresse hidrico no didmetro do colo, o tratamento testemunha n&o apresentou
diferencas significativas no parametro nos periodos analisados. A redugdo do
didmetro do colo de plantas submetidas a hipoxia pode estar associada a tendéncia
de alongamento do caule, no entanto este parametro nao significativamente afetado
nas plantas de gabiroba. No entanto, a baixa hipertrofia do caule esta associada a
formacao de aerénquima, varios estudos tem sustentado esta evidéncia (Wample &
Reid, 1979; Yamamoto & Kozlowsky, 1987).

No entanto, o aumento do didmetro do caule esta associado no aumento de
namero de didmetro de fibras do lenho e aumento da atividade cambial (Yamamoto
et al., 1995). Certamente apenas a hipertrofia do caule por si s6 nao confere
necessariamente tolerancia ao alagamento desde que seja observado em especies
intolerantes como Jacaranda puberula, enquanto a hipertrofia ndo se desenvolve em
espécies tolerantes como Campomanesia xanthocarpa (Pimenta et al., 1998).

Gregbrio et al., (2008) observaram redugao do diametro do colo de plantas de
Tabebuia heptaphylla submetidas a inundagdo com agua corrente e parada e que
esta reducao provavelmente foi ocasionada pela lixiviagao de nutrientes. Andrade et
al., (1999) mostraram aumento do didmetro do colo de Cytharexyllum myrianthum
conforme o prolongamento da hipoxia enquanto Genipa americana nao apresentou
mudancas no parametro. No entanto, apenas a deplecao de nutrientes ndo explica a
reducao do crescimento secundario do caule.

O aumento do didmetro do colo em plantas sob hipoxia estd associado a
eficiéncia de producdo de biomassa por unidade de nutriente absorvido e as
modificagdes morfoldégicas como lenticelas hipertréficas e hipertrofia do caule e
ainda em conseqiéncia da degradacdo do tecido dando lugar a espacos
intercelulares para maior difusdo de oxigénio. Pires et al., (2002) estudando o
comportamento de cultivares de soja sob alagamento observaram que o didmetro do
caule hipertrofiado na regidao submergida é a diferenga mais importante na
diferenciacéo de cultivares com relacao a tolerancia a inundacao.

Trabalhos indicam que a hipertrofia do caule pode estar associada com o
espaco intercelular, quebra de células para formar aerénquima e subsequente
formacéao de raizes adventicias (Jackson, 1985). Maurenza et al., (2009) estudando

o efeito do alagamento durante seis meses em Pouteria glomerata, uma espécie
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arbérea comumente encontrada na varzea da Amazoénia Central, observaram uma

diminuicdo acentuada da produtividade logo aos 30 dias, a espécie assimilou menos
CO,, reduziu o numero de folhas, o incremento em altura e didmetro do colo
caulinar.

A area de raizes foi significativamente afetada pelos tratamentos aos 6, 9, 12
e 15 dias (Figura 16). O estresse hidrico e hipoxia apresentaram taxas semelhantes,
no entanto significativamente menores em relagdo ao tratamento controle. O
tratamento testemunha apresenta o aumento gradativo da area de raizes conforme o
tempo, evidenciando desta forma a dindmica de crescimento de raizes em
condigbes 6timas. O comprimento da raiz principal foi significativamente influenciado
pelos tratamentos aos 12 e 18 dias. Nota-se nestes periodos a redugao significativa
do comprimento da raiz principal no tratamento hipoxia. Os valores apresentados em
estresse hidrico foram semelhantes ao contrele (Figura 17).

O comprimento da raiz principal em plantas sob estresse hidrico semelhante
ao tratamento testemunha pode ser indicio de adaptacao ao estresse. Em condi¢oes
de estresse hidrico o ABA é responsavel pela manutencdo do turgor do apice
radicular para crescimento em zonas mais Umidas do solo (Sharp et al., 2004). As
raizes que ndo obtem este ajuste sucumbem rapidamente com o prolongamento do
estresse hidrico. Um maior alongamento da raiz principal nas plantas de gabiroba
talvez poderia ter sido observado em condigdes de campo, pois em vasos o0 volume
de solo é limitado e as zonas mais profundas do solo que retém umidade séo
rapidamente secas.

Juntamente ao comprimento, a d&rea radicular proporciona melhor
entendimento da dindmica de crescimento das raizes. Embora o alongamento
radicular ndo fosse negativamente afetado pelo estresse hidrico a area de raizes
(Figura 16) foi reduzida, o que pode ter sido acarretado pela morte das raizes
secundarias. No entanto muitos trabalhos tém mostrado que o estresse hidrico
promove a sintese de proteinas como expansinas responsaveis pelo afrouxamento
da parede celular para maior extensibilidade &cido-induzida (Wu et al., 1996). Assim,
as raizes de plantas de gabiroba parecem seguir este modelo, onde ha maior
alongamento em detrimento do crescimento secundario e de raizes secundarias.

A reducao do alongamento radicular em plantas sob hipoxia (Figura 15) pode
ter sido acarretada pela ineficiéncia do metabolismo energético devido a deplegéao

de oxigénio e morte de raizes dando lugar a espacgos intercelulares. Em hipoxia a
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area radicular foi levemente menos prejudicada do que em estresse hidrico (Figura

16), provavelmente devido a maior concentracdo de ACC e etileno que promove
crescimento de raizes adventiceas (Taiz & Zeiger, 2009). As raizes de espécies
tolerantes a hipoxia sdo mais resistentes a anaerobiose, e espécies de terrenos bem
drenados morrem mais rapidamente em condi¢cdes anaerdbicas do que espécies de
terras alagadas. O auto-envenenamento por etanol e outros produtos finais néao
metabolismo anaerdébio causa a morte de raizes ao metabolismo das raizes de
espécies tolerantes e ndo-tolerantes, as raizes de espécies tolerantes sao muito
mais resistentes a anaerobiose do que as espécies facilmente danificadas pela
hipoxia (Vartapetian & Jackson, 1997).

Muito tem sido encontrado sobre o comportamento de maior comprimento de
raizes, sendo considerado como carater adaptativo, comum as plantas submetidas a
estresse hidrico, sendo vantajoso por permitir que as mesmas obtenham &gua
mesmo depois da superficie do solo ter perdido a umidade durante a estagdo seca
(Poggiani, 1971; 1973; Hsiao, 1973; Larcher, 2000), fato este observado com mais
freqiiéncia no Cerrado, devido ao lencol fredtico ser mais profundo (Cabral et al.,
2004). Sharp (2002) mostrou que o ABA tem importante fungcdo no alongamento da
raiz e parte aérea em condi¢oes de estresse hidrico, estudos com diversas especies
indicam que a funcédo do ABA enddgeno esta em limitar a producao de etileno, e que
como um resultado desta interacdo ABA pode muitas vezes funcionar para manter
em vez de inibir o crescimento de parte aérea e raiz.

Sa et al., (2004) estudando plantas de ervilha sob diferentes velocidades de
rebaixamento do nivel freatico notaram o aumento da densidade de raizes com o
aumento do rebaixamento do nivel fredtico, Medri et al., (2007) observaram a
reducao do comprimento da raiz principal em Lithraea molleoides sob alagamento, e
a morte de raizes ocorridas em plantas de Guibourtia hymenifolia e Genipa
americana em alagamento sdo conferidas ao acumulo de etileno e outros compostos
toxicos (Jackson & Drew, 1984, Lobo & Joly, 2000).

O efeito da maior alongamento do caule em resposta a hipoxia provavelmente
se deve ao efeito do etileno e giberelina, visto que o etileno estimula a producao de
giberelina e diminuicdo de ABA (Taiz & Zeiger, 2009). No entanto, Costa et al.,
(2006) estudando plantas de Schizolobium parahyba observaram que o crescimento

da parte aérea nédo foi afetado pelo alagamento com 4gua parada.
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No entanto, o estresse hipoxico pode afetar negativamente o crescimento da

parte aérea devido a deficiéncia de nutrientes para as plantas, atribuido ao acumulo
de substancias toxicas nas raizes, inibindo a absorcdo de nutrientes minerais e
causando o decréscimo da disponibilidade destes elementos no solo,
provavelmente, em decorréncia de alteracdes do estado de oxidagdo de algumas
moléculas e mudangas de pH, além da propria inibicdo dos mecanismos de
absorcdo, em virtude de uma baixa carga energética nas membranas, ou, ainda, da
prépria reducao da superficie de absorcao causada pela morte de raizes e perda de
biomassa do sistema radicular (Drew & Sisworo, 1979).

Arruda & Calbo, (2004) observaram que a hipoxia ndo afetou o alongamento
da parte aérea de plantas de carnadba, assim como ocorreu em genipapo (Andrade
et al., 1999) e Mauritia vinifera. Isto pode estar relacionado ao aumento da
porosidade das raizes, ou seja, presenga de aerénquima. Sminorff & Crawford
(1983) citaram que plantas adaptadas apresentam valores de porosidade maiores

que 20%, os quais sao aumentados com a inundagao.

Figura 15: Diametro do Colo
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Figura 15: Diametro do colo de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e hipoxia
durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao diferem

significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. " Nao significativo.
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Figura 16: Area de Raizes
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Figura 16: Area de raizes de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e hipoxia durante
0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao diferem

significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. " Nao significativo.

Figura 17: Comprimento da Raiz Principal
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Figura 17: Comprimento da raiz principal de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e
hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao

diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. : N&o significativo.
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Nao foram observadas diferengas significativas na de crescimento absoluto

(TCA) e na taxa de crescimento relativo (TCR) (Figuras 18-19) e também no indice
de area foliar (IAF), taxa assimilatéria liquida (TAL) e indice de clorofila total (ICT)
(Figura 20-22) nos diferentes tratamentos em que as gabirobeiras foram
submetidas.

O indice de clorofila fornece uma estimativa do teor de clorofilas ativas, as
plantas de gabiroba ndo apresentaram diferencas nos diferentes ambientes em que
foram submetidas. O estresse hidrico prolongado pode levar a fotoinibicdo da
fotossintese, além disso, prejuizos na absorcdo de nitrogénio, constituinte
fundamental na molécula de clorofila pode reduzir a concentracéo de clorofila a e b
(Lenhard, 2010; Conforto, 2008). Plantas submetidas a hipoxia frequentemente
apresentam reducao da concentracao de clorofila, (Costa et al., 2006; Lenhard et al.,
2010), devido a producgao de etileno (Taiz & Zeiger, 2009).
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Figura 18: Taxa de crescimento absoluto (TAL) de gabirobeiras submetidas ao estresse
hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada
época ndo diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. : N&o

significativo.
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Figura 19: Taxa de Crescimento Relativo
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Figura 19: Taxa de crescimento relativo (TCR) de gabirobeiras submetidas ao estresse
hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada

época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. ": Nao
significativo.
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Figura 20: indice de area foliar (IAF) de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e
hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao
diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. " Nao significativo.
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0.05 - Figura 21: Taxa Assimilatéria Liquida
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Figura 21: Taxa assimilatéria liquida (TAL) de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e
hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao

diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. : N&o significativo.

60 Figura 22: indice de Clorofila Total
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Figura 22: indice de clorofila total (ICT) de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e
hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao

diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. " Nao significativo.



68
As plantas de gabiroba exibiram taxas de TCA, TCR e TAL comuns as plantas

secundarias tardias, de crescimento lento. Pereira et al., (2010) observaram redugao
nestes parametros em plantas de eucalipto sob estresse hidrico. Batista et al.,
(2008) nao observaram diferencas signficativas no crescimento de Cecropia

pachystachya submetidas ao alagamento.

4.3 Atividade da Enzima Redutase do Nitrato

Foram observadas diferencas significativas na atividade da redutase do
nitrato em folhas e raizes aos 15 dias de persisténcia dos tratamentos. Até 12 dias
de a atividade enzimética n&o variou significativamente, situando abaixo de 0,25
mMol de NO;" (Figura 23), as maiores variagdes foram observadas aos 15 e 18 dias,
quando houve aumento repentino na atividade em todos os tratamentos. Este
aumento foi diferente dentre os tratamentos, os menores incrementos foram
apresentados pelo estresse hidrico, com 0,56 e 1,53 mMol de NO," enquanto hipoxia
apresentou 0,59 e 1,63 mMol de NOy, taxa sensivelmente menor que o tratamento
testemunha, 0,66 e 1,74 mMol de NO-".

A atividade da redutase do nitrato nas raizes seguiu comportamento
semelhante as folhas, porém ndo foram observadas diferengas significativas nos
diferentes tratamentos e tempos de persisténcia. Conforme Figura 24, as maiores
taxas de atividade foram observadas aos 15 e 18 dias no tratamento controle, com
0,75 e 1,96 mMol de NOy seguidas por hipoxia com 0,78 e 1,78 mMol de NO; e

estresse hidrico com as menores taxas, 0,67 e 1,65 mMol de NO-'.
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Figura 23: Atividade da Redutase do Nitrato em Folhas
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Figura 23: Atividade da enzima redutase do nitrato em folhas de gabirobeiras submetidas ao
estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em
cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. E
Nao significativo.
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Figura 24: Atividade da enzima redutase do nitrato em raizes de gabirobeiras submetidas ao
estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em
cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. E

Nao significativo.
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Em contrapartida, Oliveira et al., (2011) observaram morte de gabirobeiras

submetidas a 2 semanas de hipoxia e 3 semanas de seca. Neste trabalho também
foi constatado a reducéo da atividade da redutase do nitrato em folhas e raizes em
ambos os estresses. Os autores sugerem que pode ter havido certa adaptacao da
atividade da enzima ap6s determinado periodo de deficiéncia hidrica e que a
atividade da redutase do nitrato € muito maior nas folhas do que nas raizes.

A menor atividade de reducdo do nitrato observada em folhas e raizes de
plantas sob estresse hidrico pode ser conseqiéncia de prejuizos absor¢cado de nitrato
devido a alta retencéo da solugcao do solo ocasionado pelo estresse hidrico. Silveira
et al., (2001) mostrou que a atividade da redutase do nitrato em folhas de feijao-
caupi foi drasticamente reduzida com o estresse hidrico e o conteido de nitrato foi
aumentado. Esta redugcdo é explicada por Sinha & Nicholas, (1981) atribuem o
aumento do conteddo de nitrato pela drastica queda na atividade da redutase do
nitrato levando ao prejuizo do crescimento da folha provavelmente devido a restricao
na sintese de compostos de nitrogénio.

Crawford (1995) demonstra que o nitrato é um importante regulador da
atividade da redutase do nitrato e redutase do nitrito. Embora o estresse hidrico
tenha exercido efeito negativo na atividade da redutase do nitrato, as redugdes nao
foram tao expressivas em comparacao a outras plantas, como feijao-caupi (Silveira
et al., 2001), algodao (Marur et al., 2000), milho sob 5 dias de suspensao de rega,
(Foyer et al., 1998). Em feijoeiro (Vigna aconitifolia) o estresse hidrico provocou
reducdes nao apenas na redutase do nitrato como na taxa fotossintética, potencial
hidrico, area foliar, amido e proteinas sollveis; enquanto a taxa de acucares
redutores e solluveis, amino&cidos livres e prolina aumentaram progressivamente
(Garg et al., 2001).

A sensibilidade da atividade da enzima foi observada durante o
estabelecimento do estresse hidrico nas cultivares de algodao IAC 13-1 e IAC 20
com significativa inibicdo entre o potencial hidrico na folha entre -0,7 e -1,4 MPa. No
entanto, a reducdo da atividade da redutase do nitrato pode estar associada a
reducdo do nivel de transcricdo da enzima que é estimulada por nitrato e
carboidratos e inibida por glicina (Cheng et al., 1992; Vincentz et al., 1993). A
atividade de redutase de nitrato também pode ter sido relacionada a concentragédo
de prolina nos tecidos. Dentre as diversas fungdes da prolina, destaca-se a protegéao

de proteinas contra a desnaturacao, eliminagao de radicais livres e estabilizacdo do
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pH celular sob condigdes de estresses ibnico e osmotico (Venekamp, 1989; Silveira

et al., 2000).

A regulagédo da redutase do nitrato € muito complexa, com interacdes entre
nitrato, sacarose, acidos organicos e aminoacidos determinando a transcricdo e a
traducdo do gene de ativacdo da proteina. Em condicbes de estresse hidrico, a
redutase do nitrato € pouco ativa e a fotossintese diminui devido o fechamento
estomatico (Kaiser & Huber, 2001).

Desta forma a intensa desidratacdo do meséfilo reduz a capacidade
fotossintética da folha, reduzindo o influxo de nitrato, reduzindo a atividade da
enzima, a qual é altamente dependente de seu substrato. Além de contribuicdo com
energia para reducao do nitrato, a fotossintese contribui com a reducao do nitrito em
folhas, pois depende de elétrons via ferredoxina. Em menor extensdo, a ferredoxina
requerida para redugéo de nitrito na folha pode também ser fornecida durante escuro
via reducdo de NADPH, que é gerado pela via oxidativa das pentoses fosfato
presente em cloroplastideo e leucoplastos (Heldt, 2005). A sensivel redugdo na
atividade da redutase do nitrato em folhas observada em estresse hidrico resulta do
prejuizo da atividade fotossintética da folhas e menor influxo de nitrato.

O efeito negativo da hipoxia na atividade da redutase do nitrato em folhas e
raizes nao foi tdo pronunciado em comparacdo ao efeito exercido pelo estresse
hidrico. A redugdo do nitrato em plantas sob hipoxia contribui para aliviar a
acidicidade citoplamatica por meio do consumo NAD(P)H e é mais eficiente na
geracdo de NAD™ e consumo de prétons do que as reagdes da fermentagdo
(Reggiani et al., 1985; Fan et al., 1997); além disso, o processo gera ions OH™ que
pode neutralizar os prétons gerados pela hipoxia (Smirnoff & Stewart, 1985).

Foram observados por Allegre et al.,, (2011) que a anoxia em plantas de
tomate induziu a atividade da redutase do nitrato, também houve dissociacdo da
proteina inibidora 14-3-3 e desfosforilacdo da proteina redutase do nitrato induzida
pela anoxia. No entanto, a alta atividade enzimatica n&o foi relacionada a sintese da
enzima, pois houve reducao na traducédo de ,RNA, e houve ativagcao de genes para
producdo de proteinas anaerobicamente induzidas (Sachs et al., 1996). Kaiser &
Huber (2001) mostraram que a atividade da redutase do nitrato promovida por
anoxia é devido a acidificacao citosélica. Em raizes a alta atividade da redutase do
nitrato excede a capacidade da redutase do nitrito levando a excrecao pelas raizes
(Kaiser & Huber, 1994; 2001).



72
O fechamento estomético pode ocorrer em plantas sob estresse hidrico e

hipoxia e/ou anoxia, e estd ou ndo associado a desidratagdo do mesofilo. Em
algumas plantas sob inundacéo, a rapida redugdo na absor¢do de agua associada
com a alta concenteracdo de CO, na dgua do solo tem sido atribuida pela redugéo
na absorcdo passiva de agua pelas raizes causada pelas mudancgas fisicas no
protoplasma e nas membranas do protoplasma. Como resusltado a resisténcia do
movimento da agua através do cértex das raiz € aumentada, isto eventualmente
lidera a desidratagao foliar e fechamento estomatico (Koslowsky, 1983). Em algumas
espécies o fechamento estomatico ocorre sem desidratacao foliar (Regehr et al.,
1975).

A baixa atividade fotossintética ja observada por varios autores (Arruda &
Calbo, 2004; Batista et al., 2008) em resposta a hipoxia pode exercer papel
regulatério na atividade da redutase do nitrato. Sob luz intensa e quando o CO, é
ausente a RN é inativa, mas no escuro pode ser ativada pela alimentagdo com
acucares para as folhas. A proteina quinase ativa e inativa a enzima por fosforilagdo
e desfosforilagdo. Nas folhas, a regulacdo da NR € intimamente associada a
fotossintese, a inativagdo pés-traducional ocorre quando a intensidade luminosa é
subitamente reduzida ou as folhas sdo privadas de CO, (Kaiser & Brendle-
Behninsch, 1991; Provan & Lillo, 1999). Conforme Kaiser & Huber (2001) e Cotelle
et al., (2000) altas concentragdes de agucares promovem a expressao da RN (junto
ao nitrato), inibe a proteina quinase ativando assim a RN e evitando a degradacao
da redutase do nitrato. Todos estes eventos lideram uma sincronia da reducdo do
nitrato com fotossintese e disponibilidade de carboidratos, evitando assim o

desperdicio de energia e acumulo de produtos téxicos reduzidos (nitrito e amdnia).

4.4 Conteudo de Acucares Soluveis Totais (AST), Sacarose e Amido

Foram observadas diferencas significativas no contetdo de AST em folhas
aos 15 e 18 dias de persisténcia dos tratamentos (Figura 25). Todavia nota-se que
menores concentragcdes de AST foram observadas no tratamento estresse hidrico
aos 15 e 18 dias, apresentando 0,47 e 0,48 mg, respectivamente. Em hipoxia as
concentragcées permaneceram maiores aquelas observadas no tratamento controle,

alcangando 2,11 e 1,76 mg aos 15 e 18 dias, respectivamente. Em raizes foram
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observadas diferencas significativas no conteido de AST apenas aos 3 dias de

persisténcia dos tratamentos. O estresse hidrico prolongado induziu aumento nas
concentragdes alcangando 3,09 mg aos 18 dias. A hipoxia e o tratamento controle

mantiveram concentragcoes semelhantes em todos os periodos analisados (Figura
26).

4.0 - Figura 25: Conteudo de AST em Folhas
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mg de AST g’ de MS

Tempo em Dias

—&— Estresse Hidrico
—O— Controle
—w— Hipoxia
Figura 25: Conteudo de agucares sollveis totais (AST) em folhas de gabirobeiras submetidas
ao estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra

em cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade.
": N3o significativo.
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20 - Figura 26: Conteudo de AST em Raizes
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Figura 26: Contelido de aglcares sollveis totais (AST) em raizes de gabirobeiras submetidas
ao estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra

em cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade.
": N3o significativo.

10 - Figura 27: Razao do Conteudo de AST
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Figura 27: Razdo no conteldo de acucares sollveis totais (AST) em raizes e folhas de

gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias
seguidas pela mesma letra em cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste
Tukey a 5% de probabilidade. " Nao significativo.
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Quanto a relagao do conteudo de AST entre raiz e parte aérea, as relagbes

préximas de 1,00 indicam equilibrio na concentracdo em raizes e parte aérea. Nao
foram observadas diferengas significativas dentre os tratamentos, o tratamento
testemunha apresentou relacdo em torno de 1,00 enquanto o estresse hidrico
induziu acumulo maior de acucares em raizes (Figura 27), em plantas sob hipoxia o
acumulo ocorreu em folhas, pois os valores de razdo permaneceram abaixo de 1,00.
Os agucares sollveis concentram em sua maior parte em raizes em plantas sob
condicoes Otimas e o estresse hidrico por periodos prolongados reduz a
concentracao de agucares em raizes, enquanto com o prolongamento da hipoxia ha
relacdo inversa, com maior concentracao de acucares em folhas, provavelmente
devido a reducao do conteldo de agucares em raizes para producado de energia por
meio da glicdlise.

O conteudo de sacarose em folhas diferiu dentre os tratamentos apenas aos 3
dias, onde o tratamento controle apresentou 0,49 mg enquanto em hipoxia e
estresse hidrico os valores foram 0,25 e 0,06 mg, respectivamente (Figura 28). O
tratamento controle apresenta valores crescentes na concentracdo de sacarose
conforme o tempo, alcangando 0,39 mg aos 18 dias. Logo o estresse hidrico
exerceu efeito negativo na concentragdo de sacarose a partir de 12 dias enquanto
em hipoxia as taxas foram menores aos 12 e 15 dias e em seguida a concentragao
aumenta para 0,60 mg aos 18 dias.

Em raizes o conteldo de sacarose variou significativamente dentre os
tratamentos apenas aos 6 dias (Figura 29), sob estresse hidrico o conteudo de
sacarose foi significativamente reduzido, apresentando 0,17 mg, enquanto hipoxia e
o tratamento controle mantiveram taxas semelhantes. A razdo do conteudo de
sacarose nao variou significativamente dentre os tratamentos (Figura 30).
Entretanto, o estresse hidrico por 12 e 18 dias induziu maior acimulo de sacarose
em raizes e logo aos 18 dias o conteudo reduz substancialmente. O tratamento
testemunha e hipoxia apresentaram valores semelhantes no conteudo de sacarose

em todos os periodos analisados.
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Figura 28: Conteudo de Sacarose em Folhas
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Figura 28: Conteludo de sacarose em folhas de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico
e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao
diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. " Nao significativo.

Figura 29: Conteudo de Sacarose em Raizes
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Figura 29: Conteldo de sacarose em raizes de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico
e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao

diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. : N&o significativo.
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12 - Figura 30: Razao no Conteudo de Sacarose
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Figura 30: Razao no contetdo de sacarose em raizes e folhas de gabirobeiras submetidas
ao estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra
em cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade.
": N&o significativo.

Foram observadas diferengas significativas no conteddo de amido em folhas
durante 3, 9 e 18 dias de persisténcia dos tratamentos (Figura 31). Nestes periodos
a hipoxia apresentou taxas significativamente maiores em relagdo aos demais
tratamentos, alcancando 3,36 mg aos 18 dias. O tratamento controle e estresse
hidrico mantiveram taxas semelhantes. Em raizes, foram observadas diferencas
significativas no conteddo de amido durante 6, 12, 15 e 18 dias (Figura 32). Assim
como ocorreu em folhas, o tratamento hipoxia apresentou taxas significativamente
maiores em relacdo aos demais tratamentos, enquanto o tratamento controle e
hipoxia mantiveram taxas semelhantes. Quanto a razdo no conteudo de amido entre
raiz e parte aérea, foram observadas diferencas significativas dentre os tratamentos
durante 3, 15 e 18 dias (Figura 33). As plantas de gabiroba tendem a acumular
amido preferencialmente em raizes em detrimento de folhas, visto que o tratamento

controle apresenta valores razdo acima de 1,00 em todos os periodos analisados.
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5 - Figura 31: Conteido de Amido em Folhas
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Figura 31: Conteudo de amido em folhas de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e
hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao

diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. " Nao significativo.

10- Figura 32: Conteudo de Amido em Raizes
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Figura 32: Conteldo de amido em raizes de gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico e
hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada época nao

diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. : N&o significativo.
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18 - Figura 33: Razao no Contetido de Amido
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Figura 33: Razao no contetido de amido em raizes e folhas de gabirobeiras submetidas ao
estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em
cada época nio diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. :
N&o significativo.

N&o é possivel demonstrar o efeito do estresse hidrico no metabolismo de
carboidratos sem uma analise conjunta do conteddo de carboidratos sollveis, amido
e sacarose e a particado destes em raiz e parte aérea. A reducao significativa do
contetdo de AST em folhas em estresse hidrico e a redugdo de matéria seca de
folnas observada na contribuem com a afirmagdo de que o prolongamento do
estresse hidrico limitou a taxa fotossintética possivelmente pela reducdo da
concentragdo intercelular de CO, devido ao fechamento estomatico. Além disso, a
menor concentragdo de carboidratos solUveis pode ter sido induzida pelo alto
consumo priorizando a producdo de ATP como tentativa de evitar inibicdo de
enzimas como RUBISCO.

Robinson & Portis (1988) mostraram que ativacdo da RUBISCO decresce na
proporcdo da concentragdo de ATP no estroma do cloroplasto. A redugdo na
concentragao de carboidratos sollveis em folhas foi observada na graminea Leymus
chinensis sob severo estresse hidrico e aquecimento noturno sugerindo que este
pode reduzir a termoestabilidade do PSIl obtido pelo ajuste osmoético (Xu et al.,
2005). Conforme McDonald & Paulsen, (1997) e Machado & Paulsen, (2001) a alta

temperatura pode exarcerbar os efeitos de estresse hidrico pela reducao e produgéo
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de fotossintatos e limitando a capacidade das plantas a ajustarem osmoticamente

aos déficits hidricos.

Muitos trabalhos tém mostrado o ajuste osmoético em células do mesofilo para
manter o balango hidrico. Em milho houve aumento no conteudo de amido, glicose,
frutose e aminoacidos na folhas sob estresse hidrico, em Solanum lycocarpum o
conteudo de carboidratos redutores aumentou (Chaves-Filho & Stacciarini-Seraphin,
2001), em Lupinus albus aos seis dias de suspensdo de rega o conteudo de
sacarose, frutose e glicose aumentaram cerca de cinco vezes, a sacarose fosfato
sintase e invertase acida aumentaram cerca de duas vezes (Pinheiro et al., 2001).
Zrenner & Stitt, (1991) sugeriram que a mudanca na proporcao de carboidratos é
devido o aumento da concentragcao de P; causada pelo pequeno volume celular e
talvez mudancgas nas enzimas remobilizadoras de amido, as quais produzem mono e
dissacarideos que sdo acumulados em estresse hidrico moderado.

Ainda é possivel que as células das raizes funcionassem como dreno de
carboidratos sollveis para manutencao do turgor e crescimento em busca de agua
em locais do solo com maior umidade. Conforme Sharp et al., (2004) em condi¢des
de estresse hidrico hd promogédo de crescimento das raizes pelo ajuste osmotico
nas regides de crescimento resultantes de dois mecanismos: o aumento osmatico
que inclui efeitos na sintese de solutos, absorcao, catabolismo, importe e utilizagcéo,
ou mesmo a reducdo na taxa de expansao de tecidos.

A inicial redugao do contetdo de carboidratos solUveis em raizes € acarretada
pela reducdo da taxa fotossintética de folhas com a conseqliente reducdo de
produtos essenciais para o crescimento das raizes, logo a maior concentracdo de
AST aos 18 dias provavelmende é decorrente da remobilizagdo do amido de reserva
produzindo mono e dissacarideos, em vista de aumentar o potencial osmético
celular. Conforme Lawlor & Cornic, (2002); Pinheiro, (2004) e Praxedes et al., (2005)
a manutencdo do crescimento das raizes (drenos ativos), pode representa um
importante mecanismo para retardar a desidratagao.

Costa et al., (2006) observaram a degradacao de clorofila a e b devido o
estresse anoxico e uma redugdo do crescimento total da planta (Gregoério et al.,
2008). Provavelmente a maior concentracdo de carboidratos em folhas ndo foi
decorrente da atividade fotossintética, pode ter ocorrido a inibicdo do transporte de
fotossintatos ate o floema ou a translocagdo das raizes para parte aérea

aumentando assim a concentracdo de carboidratos solluveis. A hip6tese de
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translocagédo € sustentada pela redugdo do conteudo de carboidratos solluveis em

raizes com o prolongamento da hipoxia.

Muitos trabalhos tém relatado o fechamento estomatico em resposta a hipoxia
de raizes. Batista et al., (2008) relataram que a hipoxia de raizes de Cecropia
pachystachya induziu o fechamento estomatico e esta deve ser a grande se ndo a
Unica, causa de reducado da taxa fotossintética nesta espécie, ou seja, possivelmente
nesta espécie o alagamento ndo deve afetar a atividade da RUBISCO ou provocar
disfuncdes nos cloroplastos como sugerido por Liao & Lin (1994; 1996) e Dreyer
(1994). O fato de nao ocorrer um efeito do alagamento diretamente no processo
fotossintético, e sim indiretamente através do fechamento estomatico, é um
importante indicio da capacidade de recuperagdo nos niveis de taxa fotossintética
apos o periodo de alagamento.

Liao & Lin, (2002) mostraram que o fechamento estomatico limita a fixagdo de
CO. em plantas sob hipoxia e o transporte de fotossintatos no floema é bloqueado
(Saglio, 1985) prejudicando também o carregamento de sacarose. Isto pode
conduzir ao acumulo de amido nos cloroplastos (Wample & Davis, 1983; Liao & Lin,
1994), sugerindo que a inibicdo por feedback e acumulo de amido pode resultar na
reducao da fixacdo de CO..

A hipoxia de raizes conduz a prejuizos taxa fotossintética, declinio da
transpiracdo e na condutancia estomatica, reduz o transporte no floema e agucares
soluveis e amido acumulam nas folhas afetando negativamente o fornecimento de
acucares as raizes (Kreuzwieser et al., 2004). A hipoxia conduz a uma tendéncia de
menor producdo de biomassa de raizes, devido a lenta atividade metabdlica,
blogueio da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, oxidacdo de NADH™ + H*
e sintese de ATP. O prejuizo na respiracao mitocondrial aumenta glicélise, a qual é
pouco eficiente na producéo de energia e produz grandes quantidades de piruvato, o
qual é convertido a compostos fitotdxicos como acetaldeido, etanol e acido lactico
(Pezeshki 1994; Drew 1997; Gibbs & Greenway 2003).

Su et al., (1998) observaram que as quantidades de sacarose e hexoses
(glicose e frutose) em raizes de plantas de meldo aumentam 3,5 a 4,0 vezes durante
o recente estadio de hipoxia e reduziram gradualmente alcangcando niveis similares
aqueles encontrados no controle. Para uma satisfatéria produgdo energética em
episédios de hipoxia em curtos periodos pode haver aceleragdo da glicélise havendo

maior consumo de hexoses paras sintese de energia como sugerido por McManmon
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& Crawford (1971) e Vartapetian et al., (2003) e para periodos mais prolongados a

producdo energética pode ser garantida pela respiragdo aerdbia em razao das
modificagdes morfo-anatbmicas. A hipoxia estimula a atividade de ACC sintase e
ACC oxidase, fazendo com que ACC e etileno sejam produzidos mais rapidamente.
O etileno leva a morte e desintegracao das células do parénquima cortical da raiz e
os locais ocupados por células propiciam 0s vazios preenchidos por ar que facilitam
o movimento de oxigénio (Taiz & Zeiger, 2009). Isto também explica a tendéncia de
reducdo de matéria seca de raizes na Figura 4.

A variacdo da concentracdo de sacarose em folhas em estresse hidrico pode
ser conseqUiéncia da atividade das invertases que tem atividade mesmo em estresse
hidricos severos. No entanto, o aumento do conteudo de sacarose tem sido
observado em plantas sob estresse hidrico, 0 que representa uma estratégia de
ajuste osmoético em vista de manter a sobrevivéncia da planta. Além disso, a
sacarose e outros acucares sao essenciais na expressdo de genes envolvidos na
fotossintese, respiracdo, metabolismo do nitrogénio e secundario, bem como
processos de defesa (Koch, 1996; Jang & Sheen, 1997, Hare et al., 1998; Halford et
al., 1999).

E conhecido que em condicées de estresse hidrico, o amido de reserva
comecga a ser hidrolisado por aumento da atividade das amilases, havendo assim,
maior acumulo de carboidratos sollveis, aminoacidos e acidos organicos, que nao
estardo sendo utilizados na respiracao de crescimento e sintese de novos tecidos
(Hsiao, 1973). No entanto, nao foi observado aumento da concentragdo de agucares
soluveis, mas uma sensivel redugcdo na concentracdo de amido com o
prolongamento do estresse hidrico (Figura 20), o que implica que possivelmente
iniciaria a fase de mobilizagdo do amido para producdo de sacarose, mas este fato
seria comprovado apds maiores periodos de estresse hidrico que os analisados.
Desta forma, nota-se que as plantas de gabiroba ndo exibem ajuste osmotico das
folhas como estratégia de manter o balanco hidrico.

Praxedes (2003) observou aumento da concentracdo de sacarose devido
ativacao da frutose 1,6 bisfosfato no clone 120 de Coffea canephora tolerante a seca
e submetido ao estresse hidrico severo. A maior concentracdo de sacarose neste
clone pode ter sido provocada pela reducdo na exportagdo dos assimilados, a

medida que o crescimento diminui com o estresse hidrico (Lawlor & Cornic, 2002). A
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presenca de hexoses pode promover a atividade das invertases, como ocorreu no

clone 120, aumentando significativamente a concentragdo de sacarose.

Em raizes, a concentragdo de sacarose foi estimulada pelo estresse hidrico, o
que pode ser indicio de ajuste osmético das raizes objetivando crescimento até as
zonas mais Umidas do solo. O prolongamento do estresse parece estar favorecendo
0 armazenamento de amido nas raizes como tentativa de economia de energia para
periodos mais favoraveis ao metabolismo. Visto que a sintese de amido e sacarose
é controlada pela concentracao de triose-fosfato e P; no plastidio e citosol, o fluxo de
trioses fosfato foi favoravel para o estroma do plastideo, assim a maior concentragéo
de P; no citosol atua inibindo a atividade SPS (sacarose fosfato sintase). Nota-se que
a sintese de amido nas raizes foi promovida a partir de 3 dias de estresse hidrico
(Figura 31), e que a concentragcdo de amido é cerca de dez vezes maior que a
concentracdo de sacarose, quando ha sintese de amido n&o ha sintese de sacarose
devido ao maior influxo de trioses fosfato para o estroma do cloroplastideo.

O baixo contetdo sacarose em folhas em relagéo as raizes (Figura 28 e 29)
contribui com a proposta de prejuizos de alocagéo de fotoassimilados da parte aérea
para as raizes. O aumento da concentracdo de amido em folhas com o
prolongamento da hipoxia (Figura 31) sugere que houve aumento de nivel de P; no
citosol e baixa quantidade de hexoses fosfato devido a baixa atividade fotossintética
induzida pelo fechamento estomético acarretando na inibicdo da sacarose fosfato
sintase e sacarose-6-fosfato fosfatase, logo a concentracdo de sacarose foi pouco
estimulada em relagdo a sintese de amido, a qual foi favorecida em folhas. Além
disso, o bloqueio do transporte de fotossintatos da parte aérea para a raiz (Su et al.,
1998) resulta no acumulo de carboidratos soluveis (Figura 25) mais uma vez
favorecendo o acumulo de amido nos cloroplastos.

Outra hipétese sobre a influéncia da hipoxia no metabolismo de carboidratos
foi proposta por Kreuzwieser et al., (1999) o qual cita que o etanol produzido nas
células das raizes em hipoxia é transportado via corrente transpiratéria alcangando
as folhas, é entdo oxidado a acetaldeido na presenca da alcool desidrogenase. A
maior parte do acetaldeido € transformado em acetato na presenca da aldeido
desidrogenase e subseqlientemente ativado a Acetil-CoA pela acetil-CoA sintetase,
sendo assim disponivel para o metabolismo primério das plantas.

O menor conteudo de sacarose em raizes sob hipoxia (Figura 32) e a falta de

suprimento de sacarose oriundo parte aérea induz ao elevado consumo de
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carboidratos soluveis, propiciando a sintese de amido. Enquanto a concentracao de

carboidratos soluveis ndo foi exaurida houve tendéncia de sintese de amido para
reserva. Logo aos 18 dias a intensa atividade fermentativa para sintese de ATP nas
raizes, passa a ser sustentada pela degradagdo do amido, isso evidencia o
decréscimo do conteldo de amido aos 18 dias. Provavelmente a persisténcia da
hipoxia neste periodo em diante resultaria em maiores consumos de reservas da
planta, caso o processo néo fosse revertido resultaria em morte.

As plantas de gabiroba em condi¢des 6timas tendem a acumular carboidratos
soluveis e sacarose em raizes que em folhas (Figura 27 e 30), a alocacao de
biomassa direcionada para um determinado 6rgao pode ser atribuida as diferencas
genotipicas inerentes as espécies. O maior acumulo de carboidratos soluveis e
sacarose em raizes em estresse hidrico sdo evidencias do ajuste osmoético nas
células das raizes para manter o turgor. Em plantas de milho sob estresse hidrico,
hexoses contribuem para o ajuste osmético na regido basal da zona de crescimento
da raiz primaria, mas este acumulo pode ser contrabalanceado pela taxa reduzida
de expansdo do volume nesta regido. Em contraste, poucos milimetros da regido
apical, a concentragéo de prolina aumenta contribuindo com cerca de 50% do ajuste
osmotico (Sharp et al., 1990; 2004).

Sob condigdes 6timas, as plantas de gabiroba tendem a armazenar grandes
quantidades de amido em raizes (Figura 33), o estresse hidrico tende a reduzir
enquanto hipoxia tende a aumenta esta estocagem. Tem sido apresentado que
plantas sob estresse hidrico degradam amido para interconversdo de outros
carboidratos e consumo para sintese de ATP (Melo et al., 2007; Lawlor & Cornic,
2002; 2004; Praxedes et al., 2003).

A reducao do conteudo de carboidratos solUveis e sacarose em folhas podem
estar relacionadas a mobilizacdo de carboidratos sollveis para a sintese de amido
no estroma do cloroplastideo. Além disso, apesar da taxa fotossintética das plantas
terem sido reduzidas com o estresse hidrico, pode ter ocorrido também a
degradacdo da clorofila. E importante salientar que ndo houve abscisdo das folhas
das plantas de gabiroba, o enrolamento das folhas devido a desidratacdo do
mesofilo e acumulo de amido em folhas parece ser estratégia para estocagem de
amido para fornecimento a novos brotos de folhas ao fim do estresse.

Em plantas sob hipoxia (Figura 27) ha equilibrio no conteido de AST entre

raizes e parte aérea, provavelmente em vista da degradagcdo de agucares nas
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raizes. Além disso, a alocagao de carboidratos solUveis para as raizes é prejudicada

pela hipoxia e o conteddo remanencente nas raizes € esgotado pelo consumo para
producédo de ATP pela glicélise contribuindo assim na dominancia da relagéo pela
parte aérea (Ferner, 2009).

Em condicbes oOtimas as plantas de gabiroba apresentam particido de
sacarose de maneira semelhante a apresentada no tratamento testemunha, com
maior acumulo de sacarose em raizes que em folhas. A importancia de uma
demanda maior de carboidratos devido a hipoxia foi notada por estudos incluindo:
um fornecimento de sobrevivéncia as espécies sensiveis a hipoxia quando acucar
exogeno foi aplicado (Waters et al., 1991; Perata et al., 1992), a hipoxia induziu
ativacdo das enzimas da via glicolitica (Sachs, 1993; Setter et al., 1997) e inibicao
da sintese de enzimas da via glicolitica lidera o decréscimo da tolerancia a hipoxia
(Subbaiah & Sachs, 2001; Vartapetian & Jackson, 1997).

A reducédo da razao no conteudo de amido (Figura 33) em estresse hidrico e
hipoxia favorecem a alta producdo de amido em raizes de plantas, evidenciando o
desvio de agucares para sintese de amido até que o consumo de hexoses para via
glicolitica é limitante, a partir dai a concentragcdo de amido prevalece em folhas
devido inicio da degradagédo do amido produzindo hexoses que séo logo consumidas

pela via glicolitica para sintese de ATP.

4.5 Contelido de Proteina Bruta, Insoluvel e Soluvel

O conteudo de proteina bruta em folhas e raizes nao foi afetado
significativamente pelos tratamentos (Figura 34 e 35). A razdo na concentragdo de
proteina bruta entre raizes e parte aérea (Figura 36) nao diferiu significativamente
dentre os tratamentos, em todos os tratamentos os valores situaram abaixo de 1,0, o
que indica que mesmo em condigdes de estresse ha predomindncia de
concentragcdo de proteina bruta em folhas em detrimento das raizes. Grande parte
do conteudo de proteina bruta sdo proteinas insollveis e assim como os tratamentos
influenciaram suas taxas era esperada que também houvesse diferencas no
conteudo de proteinas insoluveis, esta premissa foi confirmada.

Assim como ndo houve diferengas significativas no conteddo de proteina

bruta em folhas e raizes, para proteinas insollveis também n&o houve diferencas
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dentre os tratamentos (Figura 37 e 38). Também nao foram observadas diferencas

significativas na razdo no conteudo de proteinas insollveis entre raizes e folhas,
nota-se na Figura 39 que em todos os tratamentos os valores situaram abaixo de
1,0, isto indica que as gabirobeiras concentram maior parte de proteinas insolUveis

em folhas em detrimento das raizes.

200, Figura 34: Conteudo de Proteina Bruta em Folhas
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—v— Hipoxia
Figura 34: Contelddo de proteina bruta em folhas de gabirobeiras submetidas ao estresse
hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada
época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. ": Nao
significativo.
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Figura 35: Conteudo de Proteina Bruta em Raizes
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Figura 35: Conteudo de proteina bruta em raizes de gabirobeiras submetidas ao estresse
hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada
época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. ": Nao
significativo.

Figura 36: Razao no Conteudo de Proteina Bruta
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Figura 36: Razdo no conteldo de proteina bruta em raizes e folhas de gabirobeiras
submetidas ao estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela
mesma letra em cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de

probabilidade. " N3o significativo.
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Foram observadas diferengas significativas no conteido de proteinas soluveis

em folhas durante 6 dias, onde neste periodo o tratamento controle apresentou taxa
significativamente maior em relacdo os demais tratamentos enquanto aos 12 dias o
tratamento hipoxia apresentou conteddo significativamente maior (Figura 40). Em
raizes o conteldo de proteinas solUveis ndo variou significativamente (Figura 41). A
razdo no conteudo de proteina soluvel entre raiz e parte aérea também nao foi
afetada significativamente pelos tratamentos. Todavia nota-se que o estresse hidrico
estimulou maior acumulo de proteinas sollveis em raizes, no entanto o
prolongamento do estresse hidrico por 18 dias induziu uma substancial redugédo no
conteudo (Figura 42).

200 - Figura 37: Contetido de Proteina Insoluvel em Folhas
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—O— Controle
—v— Hipoxia
Figura 37: Contetdo de proteina insollivel em folhas de gabirobeiras submetidas ao estresse
hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada
época ndo diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. : N&o

significativo.
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200 o Figura 38: Conteudo de Proteina Insolivel em Raizes
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Figura 38: Conteldo de proteina insolUvel em raizes de gabirobeiras submetidas ao estresse
hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada
época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. ": Nao

significativo.

20, Figura 39: Razéo no Conteudo de Proteina Insoluvel
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Figura 39: Razdo no conteudo de proteina insoluvel em raizes e folhas de gabirobeiras
submetidas ao estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela
mesma letra em cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de

probabilidade. : Nao significativo.
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o5 - Figura 40: Contetido de Proteina Soluvel em Folhas
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Figura 40: Conteldo de proteina soluvel em folhas de gabirobeiras submetidas ao estresse
hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada
época n3o diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. : N&o
significativo.

_Figura 41: Contetdo de Proteina Soluvel em Raizes
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Figura 41: Conteldo de proteina sollvel em raizes de gabirobeiras submetidas ao estresse
hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada
época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. ": Nao

significativo.
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20 - Figura 42: Razao no Contetido de Proteina Soluvel
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Figura 42: Razdo no conteudo de proteina sollvel em raizes e folhas de gabirobeiras
submetidas ao estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela
mesma letra em cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de
probabilidade. " Nao significativo.

O estresse hidrico afeta intensamente o metabolismo do nitrogénio nas
plantas, o que acarreta diminuicdo na sintese de proteinas e acumulacdo de
aminoacidos, amoénia e poliaminas livres (Rabe, 1993). As proteinas insolUveis ou
proteinas estruturais geralmente encontram-se ligadas a outros compostos e séo
constituintes das membranas celulares, como proteinas de transporte que englobam
trés classes principais de proteinas: canais, carregadores e bombas (Taiz & Zeiger,
2009).

As indiferencas encontradas na concentragdo de proteina bruta e insoluveis
em folhas mediante ao estresse hidrico mostram que houve insignificantes
mudancgas em proteinas especificas em resposta ao estresse. Em estresse hidrico a
sintese de varias proteinas é inibida, mas outras aumentam, as quais tém funcdes
particulares em resposta ao estresse hidrico como dihidrinas e aquaporinas (Deleu
et al., 1999). Provavelmente houve decréscimo de polirribossomos, pois mesmo em
grande conteldo relativo de agua os polirribossomos sao perdidos, sugerindo que o
processo € sensivel a déficits hidricos (Kramer & Boyer, 1995).

El-Tayeb & Ahmed, (2007) estudando o estresse hidrico em Vicia faba
observaram que o conteudo de proteina no apoplasto de folhas aumentou na cultivar

tolerante e reduziu na sensivel a seca. Ainda observaram que elevado contetdo de
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proteina na cultivar tolerante foi resultado da sintese de novo de 13 polipeptideos

especificos, e o0 declinio do conteddo de proteinas foi associado com 10
polipeptideos sintetizados novamente, além da elevada atividade das peroxidases e
hidrolases na cultivar tolerante, possivelmente relacionada com a sintese de novos
polipeptideos. Em Pinus banksinana o acumulo de diversos tipos de proteina de
membrana de baixo peso molecular e proteinas soluveis foram associados com a
alta sobrevivéncia de plantulas sob estresse hidrico (Mayne et al., 1994).

Em raizes (Figura 26 e 28), o estresse hidrico ndo afetou significativamente o
conteldo de proteina bruta e insoltvel, houve apenas sensivel redugcéo, o que pode
estar associado com o ajustamento osmético das raizes para manutencdo do
crescimento. Foi demonstrado por Siahsar et al., (2011) que as raizes de plantas de
camomila sob estresse salino sintetizaram osmotina, € que o ajustamento osmotico
das raizes impede danos em membranas das células e de organelas envolvidas na
sintese proteica como reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi.

A maior concentracdo de proteina bruta e insoluvel em folhas e raizes de
plantas sob hipoxia é conseqliéncia da sintese de novos polipeptideos. Estas novas
proteinas podem ser polipeptideos anaerébios (ANPs) ou proteinas de estresse
anaerdbico (ASP) (Sachs et al., 1980; Nover, 1989). Dentre as ANP’s estéo élcool
desidrogenase (ADH) (Sacks et al.,, 1980; Sacks et al., 1996), aldolase,
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, sacarose sintase (Springer et al., 1986),
enolase e glicose-6-fosfato isomerase (Kelley & Freeling, 1984). Proteinas
anaerbbias foram encontradas em raizes de milho sob hipoxia e estas podem ser
enzimas da glicélise ou do metabolismo de hexoses fosfato (Sachs et al., 1996).

A maior produgdo de proteinas em hipoxia em relacdo aos demais
tratamentos se deve a maior atividade da redutase do nitrato nas folhas, e
incorporagdo do nitrogénio na forma de proteinas. No entanto, a sintese de
proteinas é dependente de energia e a traducdo € regulada por quinases que
fosforilam enzimas que participam da traducdo. Além disso, energia do GTP é
necessario para formacao do complexo de iniciacao (Heldt, 2005).

A maior parte das proteinas solUveis em plantas participa diretamente do
metabolismo vegetal, notadamente como enzimas. Em relacdo ao papel das
proteinas soluveis, além do ajustamento osmaético em si, Mansour (2000) relaciona o
acumulo de proteinas sollveis, durante o estresse hidrico, a manutencdo de um

estoque de nitrogénio para ser reutilizado ao término do estresse. Tais proteinas
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podem ser sintetizadas “de novo” ou ter a expressdo aumentada, em resposta ao

estresse.

O conteudo de proteinas soluveis em folhas e a tendéncia de reducao
apresentada em raizes em estresse hidrico podem estar relacionados a ocorréncia
de degradacdo e queda na sintese protéica, em conseqiéncia da inducdo de
estresse hidrico nas células (Yordanov et al., 2000). Desta forma, as folhas das
gabirobeiras submetidas ao estresse hidrico ndo apresentaram ajuste osmético. Em
raizes um sensivel aumento na concentracdo de proteinas sollveis é evidencia da
possibilidade de ajuste osmético envolvendo proteinas, no entanto a tendéncia de
reducdo mostra o insucesso do mecanismo. Varios investigadores sugerem que a
reducdo do contetdo de proteina em fungcdo do estresse é atribuido ao aumento da
taxa de sintese de proteinas de hidrélise que reduzem a disponibilidade de
aminoacidos ou a desnaturagdo de enzimas envolvidas na sintese de proteinas e
aminoacidos (Dubey & Rani, 1990).

O conteudo de proteina soluvel foi pouco afetado pela hipoxia, sob condigdes
de anoxia ou hipoxia, a sintese protéica é limitada, ocorrendo variagcoes
consideraveis na qualidade das proteinas que estdo sendo sintetizadas (Sacks et al.,
1980). Nesse contexto, a sintese de algumas delas é aumentada e a de outras é
diminuida e até mesmo inibida. De maneira geral, aquelas proteinas que tém sua
sintese aumentada ou diminuida/inibida estdo relacionadas ao metabolismo
anaerobico e aerdbico, respectivamente (Lopes et al., 2005). Provavelmente
proteinas de alto peso molecular estdo envolvidas nos mecanismos de tolerancia a
hipoxia, conforme Lenhard et al., (2010) o contetudo de nitrogénio em Caesalpinia
ferrea foi afetado negativamente pelo alagamento.

A relacdo no conteudo de proteina bruta e insollvel entre raiz e parte aérea
nas Figuras 36 e 39 mostram que apesar das mudancgas ocorridas, a particao nao &
significativamente afetada pelos estresses e ha maior concentragdo de proteinas em
folhas que em raizes. No entanto, ha maior sensibilidade no contetudo de proteinas
soluveis, conforme Figura 42 o estresse hidrico aumenta a relagdo, com
concentracdo predominando ainda em folhas, que pode estar relacionada a
desidratacdo do mesdfilo, danos as membranas, maior relacao sintese/degradagéao
de proteinas no érgdo. Em estresse hidrico a maior taxa sintese de proteinas em
raizes esta relacionada a sintese de novas proteinas envolvidas na prote¢cdo contra

a dessecacgao de tecidos, como as LEAs (Late Embiogenesis Abundant Proteins).
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Sao varias familias de proteinas que se acumulam em niveis elevados

durante a fase madura da embriogénese, pouco antes o inicio da dessecacao de
sementes e que sdo encontradas também em tecidos vegetativos. As LEAs
protegem proteinas e membranas contra a desidratacdo, é possivel que as proteinas
LEA D-11 e LEA D-13 formam uma estrutura que substitui a agua e mantém a
estrutura de proteinas e membranas na auséncia dela (Moreno, 2009). Além disso, o
estresse hidrico induz a expressdao de genes de proteases e enzimas se
detoxificacdo como glutationa S-transferase, hidrolase epoxido sollvel, catalase,
superéxido dismutase e ascorbato peroxidase (Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki,
2007). No entanto, o prolongamento do estresse hidrico inviabiliza a sintese destas
proteinas.

Em hipoxia a razdo semelhante a apresentada no tratamento controle
evidencia que a concentracao de proteinas ndo foi modificada, no entanto pode ter
ocorrido a degradacdo de algumas e sintese de outras novas. A influéncia do
estresse anaerdbio na sintese de proteinas varia conforme a espécie. A sintese de
proteinas anaerdbias em raizes de milho € inibida sob estresse anaerdbio e um novo
gurpo de proteinas é sintetizada. Muitas destas proteinas sdo polipeptideos
anaerobios (ANPs) ou proteinas de estresse anaerdbio (ASPs) (Sachs et al., 1980;
Nover, 1989). Estas proteinas podem ser enzimas da glicélise ou do metabolismo de

acucares (Sachs et al., 1996).

4.6 Conteldo de Aminoacidos

O conteudo de aminoacidos em folhas foi afetado significativamente aos 12 e
15 dias (Figura 43). Nota-se que o menor conteudo de aminoacidos foi encontrado
no tratamento estresse hidrico e os maiores em hipoxia. Em raizes, o estresse
hidrico afetou significativamente o conteddo de aminoacidos aos 9, 12 e 18 dias
(Figura 44). De forma semelhante as folhas, as taxas foram significativamente
menores no tratamento estresse hidrico. Em hipoxia o conteldo de aminoacidos
variou bastante, aos 12 dias observou-se 5,16 mMol e aos 18 dias 3,32 mMol. O
tratamento controle também apresentou grande variagdo no conteudo, apresentando

elevados conteudos até 12 dias e em seguida de menores até 18 dias.
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Nao foram observadas diferencas significativas na razdo no conteudo de

aminoacidos entre raizes e parte aérea dentre os tratamentos (Figura 45). As
plantas em condi¢cdes Otimas apresentam tendéncia de maior acumulo de
aminoacidos em raizes até 9 dias e a partir dai equilibrio na concentragdo
apresentando valores de relagado proximos de 1,0. Em estresse hidrico ha tendéncia
de acumulo de amino&cidos em raizes até 12 dias, em diante ha decréscimos
seguidos nos valores de relagdo alcangando equilibrio aos 18 dias. Comportamento
semelhante foi apresentado em hipoxia, porém neste nota-se tendéncia de aumento
na relacdo até 12 dias e em seguida reducdo na relacdo, mas ndo alcangando
estado de equilibrio, ainda predominando maior concentracdo de aminoacidos em
raizes em detrimento das folhas.

Varios osmoprotetores como prolina e glicinebetaina sdo produzidos em
resposta ao estresse hidrico, nas plantas de gabiroba o estresse hidrico reduziu a
concentracdo de aminoacidos em folhas e raizes (Figura 43 e 44), logo estas
plantas ndo exibem ajuste osmaético por meio de aminoacidos em folhas e raizes. A
prolina tem sido identificada como importante osmoprotetor em plantas sob estresse
hidrico (Sofo et al., 2004).

Figura 43: Conteildo de Aminoacidos em Folhas
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Figura 43: Conteldo de aminodcidos sollveis em folhas de gabirobeiras submetidas ao
estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em
cada época nio diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. ":

Nao significativo.
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10,  Figura 44: Conteiido de Aminoacidos Raizes
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Figura 44: Conteldo de proteina sollvel em raizes de gabirobeiras submetidas ao estresse
hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela mesma letra em cada
época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de probabilidade. ": Nao
significativo.

0 Figura 45: Razao do Conteudo de Aminoacidos
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Figura 45: Razao no contetudo de aminoacidos solUveis em raizes e folhas de gabirobeiras
submetidas ao estresse hidrico e hipoxia durante 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Médias seguidas pela
mesma letra em cada época nao diferem significativamente entre si conforme teste Tukey a 5% de

probabilidade. " Nao significativo.
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A reducdo da atividade da redutase do nitrato estd associada a menor
producdo de aminoécidos como prolina que depende da sintese de glutamato.
Outras substancias como betainas que consiste de aminoacidos como glicina e
alanina e betaina com o grupo amino metilados conferem protecao contra o estresse
hidrico e estresse salino além de participarem como antioxidantes na eliminagdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Heldt, 2005).

A hipoxia induziu poucas mudangas no conteldo de aminoacidos em folhas
(Figura 43) e em raizes a variacao foi grande (Figura 44). Em tecidos sob hipoxia
pode haver aumento no conteddo de aminoacidos devido a protedlise ou
interconversdao de aminodacidos. A alanina tem sido bastante encontrada em tecidos
sob hipoxia e sintese é derivada de piruvato formado em grandes quantidades pela
aceleracdo da glicélise nas raizes ou por meio de interconversdes de outros
aminoacidos (Souza & Sodek, 2002). Em raizes a alta variacdo no conteudo de
aminoacidos pode estar relacionada com a produg¢ado de poliamina como prutrescina
formada através da descarboxilagdo da arginina (Menegus et al., 1989; Reggiani,
1999).

A Figura 45 apresenta o comportamento assintético na relacdo em estresse
hidrico devido a redugdo do conteudo de aminoacidos em folhas. O tratamento
controle mostra uma tendéncia de equilibrio da concentracdo de aminodacidos entre
raiz e parte aérea, isto € consequiiéncia da redugdo gradativa do conteludo de
aminoacidos em raizes, alcangando os mesmos niveis que as folhas. A atividade da
redutase do nitrato esta relacionada com a producao de aminoacidos. Correia et al.,
(2005) mostraram a predominéncia de aminoécidos em folhas em detrimento das
raizes em plantas de girassol sob estresse hidrico, isto esta relacionado com a
menor atividade da redutase do nitrato nao fosforilada e concordante de com o papel
dos produtos finais da assimilagdo do nitrato como repressores do gene de
transcricdo da redutase do nitrato (Scheible et al., 1997).

Em hipoxia, a maior concentragdo de aminoacidos em raizes se deve a
interconversdo de aminoacidos livres, a maioria dos autores concordam que a
interconversao ajuda a regulagéo do pH celular em 6rgéos de plantas sob deficiéncia
de O, (Streeter & Thompson, 1972; Fan et al., 1988; Reggiani et al., 1988; Crawford
et al., 1994; Fan et al., 1997; Reggiani, 1999), uma caracteristica considerada

fundamental para sobrevivéncia de espécies sob anoxia (Ricard et al., 1994).
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5. CONCLUSOES

As gabirobeiras sdo sensiveis ao estresse hidrico por falta de agua, em vista
disso, exibem como estratégias de sobrevivéncia a remobilizagdo de carboidratos
soluveis e de reserva da parte aérea para as raizes em vista de aumentar o
potencial hidrico da raiz, sustentando o crescimento em direcdo as zonas mais
Umidas do solo. Estas estratégias permitiram que as gabirobeiras escapassem da
seca, pois a taxa de assimilacdo liquida é reduzida nos periodos iniciais do estresse
hidrico.

Como estratégias de superarem o estresse hipdxico, as gabirobeiras
reduziram a taxa de assimilacao liquida e sustentaram o potencial hidrico das folhas
com carboidratos sollveis oriundos da remobilizacdo do amido. Provavelmente
houve sintese e degradacao de polipeptideos e enzimas em raizes com a mudancga
do metabolismo aerdbio para anaerdébio.
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7. ANEXO |

7.1 Fotos das Gabirobeiras submetidas aos tratamentos estresse hidrico, controle e hipoxia.

Foto 1: Gabirobeira submetida ao tratamento controle no periodo inicial (0 dia).
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Foto 2: Gabirobeira submetida ao tratamento controle no periodo inicial (0 dia).

Foto 3: Gabirobeira submetida ao estresse hidrico durante 6 dias.

Foto 4: Gabirobeira submetida ao tratamento controle durante 6 dias.
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Foto 5: Gabirobeira submetida a hipoxia durante 6 dias.

Foto 6: Gabirobeira submetida ao estresse hidroco durante 9 dias.
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Foto 7: Gabirobeira submetida ao tratamento controle durante 9 dias.

Foto 8: Gabirobeira submetida a hipoxia durante 9 dias.



124

Foto 9: Gabirobeira submetida ao estresse hidrico durante 12 dias.

Foto 10: Gabirobeira submetida ao tratamento controle durante 12 dias.
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Foto 11: Gabirobeira submetida a hipoxia durante 12 dias.

Foto 12: Gabirobeira submetida ao estresse hidrico durante 15 dias.



126

Foto 13: Gabirobeira submetida ao tratamento controle durante 15 dias.

Foto 14: Gabirobeira submetida a hipoxia durante 15 dias.
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Foto 15: Gabirobeira submetida ao estresse hidrico durante 18 dias.

Foto 16: Gabirobeira submetida ao tratamento controle durante 18 dias.
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Foto 17: Gabirobeira submetida a hipoxia durante 18 dias.
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7.2 Retas Padrao

Figura 46: Reta-Padrao para Determinacao de AST
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Figura 46: Reta-padrao utilizada na determinacdo de agucares soluveis totais (AST) nas

amostras de folhas e raizes de gabirobeiras.

Figura 47: Reta-Padrao para Determinacao de Sacarose
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Figura 47: Reta-padrdo utilizada na determinagdo de agUcares sacarose nas amostras de

folhas e raizes de gabirobeiras.
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0 Figura 48: Reta-Padrao para Determinacao de Proteina Soluvel
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Figura 48: Reta-padrdo utilizada na determinacado de proteina soluvel nas amostras de folhas
e raizes de gabirobeiras.

Figura 49: Reta-Padrao para Determinacao de Alfa-Aminoacidos
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Figura 49: Reta-padrdo utilizada na determinagdo de alfa-aminoacidos nas amostras de
folhas e raizes de gabirobeiras.
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Figura 50: Reta-Padrao para Determinacao de Proteina Bruta
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Figura 50: Reta-padrao utilizada na determinagdo de proteina bruta nas amostras de folhas e

raizes de gabirobeiras.



