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RESUMO

O objetivo da pesquisa foi avaliar os efeitos da deficiéncia hidrica e do alagamento nos
comportamentos fisiologicos e metabolicos do carbono e nitrogénio em plantas jovens de pau-
de-balsa (Ochroma pyramidale). Para isso foi conduzido um experimento em casa-de-
vegetacdo da Universidade Federal Rural da Amaz6nia, Campus de Capitédo/Pogo, em julho
de 2013. Utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial
(3x4) em trés condigdes hidricas: controle (irrigado), deficiéncia hidrica e alagamento, em
quatro periodos (0, 4, 8 e 12 dias), com 5 repeti¢des, totalizando 60 unidades experimentais.
As varidveis fisioldgicas avaliadas foram: Potencial Hidrico de Antemanhd, (%am);
Condutancia Estomatica, (gs) e Transpiracdo, (E); As variaveis bioquimicas foram: Acido
Abscisico, Teores de Amido, Carboidratos Sollveis Totais, Sacarose, Nitrato, Atividade da
Redutase do Nitrato, Teores de Amonio Livre, Atividade da Glutamina Sintetase,
Aminodcidos Soluveis Totais, Proteinas SolUveis Totais, Teores de Prolina e Glicina Betaina.
O potencial hidrico antemanhd e as trocas gasosas decresceram significativamente ao longo
do tempo nas plantas sob estresse hidrico, enquanto que as concentracdes de Acido Abscisico
aumentaram nas plantas sob deficiéncia hidrica e alagamento. J& os teores de amido
decresceram tanto nas plantas sob deficiéncia hidrica quanto nas em alagamento
representando uma queda de 2,06 e 8 vezes respectivamente, quando comparado as plantas
controle. O contelddo de carboidratos solUveis totais e sacarose aumentaram nas plantas sob
deficiéncia hidrica representando 1,65 e 1,54 vezes, quando comparado as plantas controle. O
mesmo ndo ocorrendo com as plantas sob alagamento para as mesmas variaveis onde
decresceram em torno de 2 e 6,93 vezes respectivamente. Os teores de nitrato, atividade da
redutase do nitrato e glutamina sintetase reduziram significativamente nas plantas sob estresse
hidrico ao longo do tempo, fato ndo observado nas concentracBes de amonio livre que
aumentou significativamente. As concentracdes de aminoacidos, glicina betaina e prolina
aumentaram nas plantas sob deficiéncia hidrica, entretanto na condicdo de alagamento essas
varidveis decresceram consideravelmente a partir do 4° dia. Os teores de proteinas
decresceram nas plantas sob deficiéncia hidrica e alagamento. Contudo, a pesquisa concluiu
que as condicdes sob deficiéncia hidrica e alagamento por um periodo de doze dias foi o
suficiente para alterar os processos fisioldgicos e metabédlicos das plantas de pau-de-balsa.

Palavras-chave: Ochroma pyramidale — Potencial hidrico. Pau de balsa. Processos
metabolicos
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ABSTRACT

The objective of the research was evaluates the effects of water deficit and the flooding in the
physiological and metabolic behaviors of the carbon and nitrogen in young plants of balsa
wood (Ochroma pyramidale). For this was carried out an experiment on a greenhouse of the
Universidade Federal Rural da Amazonia, Capitdo Poco campus, on July, 2013. Was used a
completely randomized desing on factorial scheme (3x4) on three water conditions: control
(irrigated), water deficit and flooding, in four periods (0, 4, 8 and 12 days), with five
replications, totaling 60 experimental units. The physiological variables evaluated were:
predawn water potential, (¥am); stomatal conductance, (gs) and transpiration, (E). The
biochemical variables were: abscisic acid, contents of starch, total soluble carbohydrate,
sucrose, nitrate, nitrate reductase activity, contents of free ammonium, glutamine synthetase,
total soluble amino acids, contents of proline and glycine betaine. The predawn water
potential and the gas exchanges decreased significantly over time in the plants under water
stress, while abscisic acid increased in the plants under water deficit and flooding. The
contents of starch decreased as in the plants under water deficit as in the plants under
flooding, representing a down to 2,06 and 8 times respectively , when compared to control
plants. The contents of total soluble carbohydrate and sucrose increased in the plants under
water deficit, representing 1,65 and 1,54 times, when compared to control plants; Which did
not occur with plants under flooding to the same variables that decreased around to 2 and 6,93
times respectively. The contents of nitrate, nitrate reductase activity and glutamine synthetase
decreased significantly in the plants under water stress over time, fact not observed in the free
ammonium concentrations that increased significantly. The concentrations of amino acids,
glycine betaine and proline increased in the plants under water deficit. However, in the
flooding condition these variables decreased substantially from the fourth day. The contents
of proteins decreased in the plants under water deficit and flooding. However, the research
concluded that the conditions of water deficit and flooding for a period of twelve days were
enough to change the physiological and metabolic process of the plants of balsa wood.

Keywords: Ochroma pyramidale - Water potential. Balsa wood. Metabolical process.
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INTRODUCAO GERAL

A floresta amazonica desempenha um importante papel nas trocas de energia, umidade e
massa entre a superficie continental e atmosfera, além de fornecer servicos ambientais
fundamentais para a manutencéo do clima regional e global, tais como: 0 armazenamento e
absorcdo do excesso de carbono da atmosfera, a ciclagem de agua e o transporte de gases e
vapor d'agua para regides longinquas (ROCHA et. al., 2004; FEARNSIDE, 2005; ARTAXO
et. al., 2005; MARENGO, 2006; MALHI et. al., 2008; DAVIDSON et. al., 2012).

Entretanto, nas Ultimas décadas, essa regido tem passado por diversas fases de
desenvolvimento e transformacdes que tem contribuido para alteracfes de suas caracteristicas
naturais, 0 homem tem sido o ator principal dessas mudangas sem precedentes que vai desde
sua extensdo territorial (FERREIRA & SALATI, 2005; BECKER, 2005), expansdo das
fronteiras agricolas que adentrando em direcdo as areas de florestas (CASTRO, 2005;
FEARNSIDE, 2005; SOUZA et al., 2012), atividades agropecuarias (BARONA et al., 2010;
OLIVEIRA Jr. et al., 2010) até a exploracéo de praticas mineradoras.

Essas praticas tém contribuido de forma significativa para os aumentos das mudancas
climaticas tanto em nivel global como regional, com isso aumentando o aquecimento da
superficie terrestre e até mesmo diminuindo os niveis de precipitacdo ocasionando secas
prolongadas em algumas regides e alagamentos permanentes em outras (MALHI &
PHILLIPS, 2004).

Ainda sobre o tema Boyer, (1982) afirma que a baixa disponibilidade de 4gua no solo aliada a
ocorréncia de chuvas mal distribuidas sdo cruciais para a existéncia de areas propicias a
estresse hidrico, 0 mesmo por sua vez é capaz de influenciar de maneira significativa o
crescimento, produtividade e sobrevivéncia das plantas.

Dessa forma, a fisiologia vegetal pode contribuir de forma impar na selecdo de espécies
promissoras com maior capacidade produtiva, através da elaboracdo de fichas de descritores
fisioldgicos que as classifiguem como tolerantes e adaptadas aos diversos fatores de estresses
ambientais principalmente relacionados a seca e alagamento (NASCIMENTO, 2013).

Para isso lanca-se méo das espécies arbdreas nativas, com o intuito de manter a flora natural
assim como aumentar o conhecimento sobre 0s mecanismos de adaptacdo que essas espécies
exercem frente as mudancas climaticas (CARNEIRO, 1995; JOSE, 2003; PAIVA, 2003).

A espécie Ochroma pyramidale (Cav. Ex Lam.) Urb. é uma planta tipica da regido
amazonica, ocorre na faixa de 19° N e 20° S em regides tropicais das Américas do Sul e

Central e em altitudes de 0 a 1000 m. Por se tratar de uma espécie de importancia econdmica,
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ambiental e social é necessario aprofundar o conhecimento dos seus processos fisioldgicos e
metabdlicos, contribuindo assim, para maior sucesso no uso desta nas atividades
silviculturais.

O pau-de-balsa como € conhecida vulgarmente, participa das primeiras etapas de sucessdo
secundaria em zonas tropicais Umidas, vem sendo muito utilizado em plantios mistos
destinados a recomposicao de &reas degradadas e de preservacdo permanente, gracas ao seu
rapido crescimento e tolerancia a luminosidade (VASQUEZ &YANES 1974). Sua madeira,
apesar da baixa densidade volumétrica (0,07-0,15 g/cm3), possui elevada resisténcia mecanica
(VASQUEZ &YANES, 1974), segundo LAMPRECHT, (1990) essa espécie vem sendo
utilizado na confecgéo de aeromodelos, revestimento de navios, balsas, embalagens especiais,
bem como sucedaneo da cortica na fabricacdo de coletes salva-vidas. Segundo 0 mesmo autor
vem sendo usada também em sistemas pastoris, pois € plantada em pastos para fornecer
sombreamento ao gado, contudo, ndo é uma préatica recomendavel, se ha também a intencéo
de explorar a madeira, pois 0s animais provocam varios danos ao fuste. A espécie também é
usada como ornamental, pela sua beleza.

A arvore tem vida curta, cresce rapidamente e pode chegar ao sobrecéu da floresta, com 20 a
25 m de altura e até 1,2 m de didmetro. A casca é lisa, mas lenticelada e com estrias lineares,
de cor clara, as vezes parda ou parda-acizentada e com manchas esbranquicadas e até 1 cm de
espessura. A copa é aberta e ampla e pode alcancar até 18 m de diametro. As folhas séo
simples, alternas e dispostas em espiral, apresentam peciolo longo e 5 a 7 nervuras principais.
O apice da folha é arredondado ou subagudo e a base cordiforme. As flores sdo solitarias,
vistosas, aromaticas, com 10-15 cm de largura e 7-9 cm de didmetro e apoiadas por
pedunculos largos e grossos. O fruto é uma capsula loculicida quase cilindrica, lenhosa, de 10
a 25 cm de comprimento e 2 a 3 cm, excepcionalmente, 5 cm de diametro, de cor marrom-
avermelhada a ferruginea e pubescente. A deiscéncia locular se da por cinco valvas
longitudinais. Os frutos possuem um elevado nimero de sementes envoltas por uma paina
sedosa de cor pardo-clara ou amarelada. As sementes sdo ovoéides, mas com uma extremidade
acuminada, de cor castanho escura de 2 a 5 mm de comprimento e 1,5 mm de didmetro;
fortemente aderidas a paina, que auxilia na dispersdo das sementes. O endosperma €
abundante e o embrido é reto (RIZZINI, 1978; FRANCIS, 1991).

Contudo, essa espécie ainda é pouco explorada cientificamente principalmente na area da
fisiologia vegetal, com as mudangas de clima em escala regional e global, nada mais

promissor avangar sobre o comportamento dessa espécie frente a essas mudancas.
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Os vegetais estdo expostos aos mais diversos tipos de estresses bidticos e abidticos, os quais
restringem VArios processos metabolicos (anabdlicos e catabdlicos) responséveis pelo
desenvolvimento dos mesmos (XIONG et al., 2002; ZHU, 2002; LARCHER, 2004,
MAHAJAN & TUTEJA, 2005; MARAGHNI et al., 2011; SILVA et al., 2010; NOGUEIRA
et al., 2005).

Dentre os estresses abidticos que mais limitam o crescimento e desenvolvimento dos vegetais
estd a deficiéncia hidrica e 0 excesso de agua, em se tratando de estresse hidrico, Boyer,
(1982), e Osmond et al., (1987) asseguram que esse tipo de estresse afeta a produtividade das
culturas, bem como, a distribuicdo das espécies nos ecossistemas naturais.

O primeiro efeito da falta de 4gua é o decréscimo no alongamento celular em funcdo da
reducdo na turgescéncia da célula resultando na diminuicdo do desenvolvimento da area foliar
e consequentemente no decréscimo na producdo e alocacdo de fitomassa (HSIAO, 1973;
BOYER, 1982; LUDLOW & MUCHOW, 1990; LARCHER, 2006).

Dependendo da espécie os teores de carboidratos sollveis podem aumentar ou diminuir, 0s
mesmos apresentam papel crucial na regulacdo do metabolismo energético: fotossintese e
respiracdo (COSTA, 2012). Os carboidratos regulam a taxa de fixacdo de CO, e/ou a sintese
ou hidrdlise do amido, ambos no cloroplasto (GORAI, 2010). Pimentel, (2004) e Lisar et al.,
(2012) afirmam que sob deficiéncia hidrica, parte dos carboidratos dispostos no citoplasma,
séo utilizados na ativagdo dos mecanismos de tolerancia a seca, independente do mecanismo
em questdo. Fato que promove a hidrolise de amido (reserva), ap6s o fechamento estomatico e
a inibicdo da fotossintese, convertendo-o em aclcares solveis para exportacdo as regides de
interesse. Algumas plantas acumulam carboidratos no citosol e vacuolo, na tentativa de buscar
0 ajustamento osmotico (LIU et al, 2011).

Algumas plantas lenhosas apresentam fortes reducdes na condutancia dos estbmatos e
transpiracdo quando expostas ao déficit hidrico e alagamento, a ascensdo de seiva via xilema
pode ser favorecida pela sintese ou pelo acimulo de solutos (orgénicos e inorganicos)
osmoticamente ativos no citosol celular (NEPOMUCENO et al., 2001). Entre os compostos
osmoticamente ativos mais comuns, figuram a prolina (SZABADOS & SAVOURE, 2010), a
glicina betaina (CHEN & MURATA, 2008) e os carboidratos sollGveis totais
(SUDACHKOVA et al., 2002). O acumulo desses compostos nas folhas diminui o potencial
hidrico foliar (Yw), o que aumenta a capacidade de absorcao de agua das plantas e atenua os

efeitos da deficiéncia hidrica no conteudo relativo de agua da planta (PAGTER et al., 2005).
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No caso do estresse imposto pela saturacdo hidrica do solo, essa condi¢do possui um carater
fortemente seletivo. No decorrer do processo evolutivo, espécies tolerantes desenvolveram
uma variedade de estratégias que as capacitaram a ocupar areas sujeitas ao alagamento do
solo. Dentre estas estratégias, ocorrem alteracdes morfoanatbmicas que auxiliam a aeracao
interna da planta (DAVANSO et al., 1998; MEDRI et al., 2002), e altera¢cdes metabdlicas,
com diminui¢do no consumo de energia, ativacdo de rotas anaerdbias e menor investimento
no crescimento (PIMENTA, 1998; MEDRI et al., 2002).

De maneira geral, as plantas lenhosas empregam grande quantidade de assimilados na
construcdo dos tecidos de sustentacdo e condutores. No primeiro ano de vida, dependendo da
espécie, a fitomassa pode representar a metade do total de matéria seca da planta, quando a
mesma for adulta (LARCHER, 2006). Dessa forma torna-se fundamental o estudo
ecofisioldgico dessa espécie em sua fase inicial de crescimento, principalmente por auxiliar
no estabelecimento de pardmetros fisioldgicos indicativos de tolerancia a estresses abioticos.
Pardmetros esses que, se bem empregados e manejados, podem melhorar a producéo e
estabelecimento de novas mudas, além de facilitar na selecdo de material genético mais
resistente as condi¢c6es edafoclimaticas desejadas (NOGUEIRA & SILVA, 2002).

Tendo em vista a importancia da espécie Ochroma pyramidale, assim como o baixo contetido
de informacdes cientificas na area de fisiologia vegetal dessa espécie a pesquisa tem como
objetivo avaliar os efeitos da deficiéncia hidrica e do alagamento nos comportamentos

fisioldgicos e metabolicos do carbono e nitrogénio.
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OBJETIVO GERAL

Ampliar os conhecimentos sobre os mecanismos de respostas da espécie pau-de-balsa,
mediante o estudo de aspectos ecofisioldgicos e bioguimicos visando uma melhor
compreensdo das estratégias desenvolvidas por esta espécie em processo de estresse hidrico.
Objetivos Especificos:

1 - Avaliar os mecanismos ecofisiologicos e bioquimicos de adaptacdo a deficiéncia hidrica e
alagamento em plantas jovens de pau-de-balsa com énfase no comportamento das relacdes

hidricas, trocas gasosas e metabolismo do carbono.
2- Avaliar os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos de adaptacdo a deficiéncia hidrica e

alagamento em plantas jovens de pau-de-balsa com énfase no comportamento das relacdes

hidricas e metabolismo do nitrogénio.

HIPOTESES:

HO: O estresse hidrico promoveré alteracdes ecofisioldgicas em plantas de pau-de-balsa.

HO: O estresse hidrico causara alteracdes no metabolismo do carbono em plantas de pau-de-

balsa.

HO: O estresse hidrico causara alteracdes no metabolismo nitrogenado em plantas de pau-de-

balsa.

HO: As plantas de pau-de-balsa sdo tolerantes ao alagamento e a deficiéncia hidrica.
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CAPITULO |

Comportamento Ecofisiolégico e Metabolismo do carbono em plantas jovens

de Ochroma pyramidale (Cav. Ex Lam) Urb. em trés condi¢des hidricas

Ecophysiological behavior and carbon metabolism in seedlings of Ochroma

pyramidale (Cav. Ex Lam) Urb. in three water conditions
Manuscrito formatado para revista Scientia Forestalis.

Resumo

O objetivo da pesquisa foi avaliar as respostas fisiol6gicas e bioquimicas em plantas
de pau-de-balsa (Ochroma pyramidale), para isso, foi conduzido um experimento em
casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural da Amazbnia, Campus de
Capitdo/Poco, PA, em julho de 2013. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial (3x4) em trés condi¢cdes hidricas:
controle (irrigado), deficiéncia hidrica e alagamento, em quatro periodos (0, 4, 8 e 12
dias), com 5 repeticbes. Os parametros fisiolégicos avaliados foram (potencial
hidrico de antemanhd, (Y¥,n); condutancia estomatica, (gs); e transpiracéo, (E). Os
parametros bioquimicos (Acido Abscisico, Concentragbes de Amido, Carboidratos
Solaveis Totais e Sacarose). O potencial hidrico antemanha e as variaveis de trocas
gasosas decresceram significativamente sob as condi¢cdes de deficiéncia hidrica e
alagamento, as concentracdes de Acido Abscisico apresentaram incrementos nos
estresses hidricos ao longo do tempo. Os teores de Amido decresceram
significativamente nas plantas sob deficiéncia hidrica e alagamento representando
uma queda de 2,06 e 8 vezes respectivamente, quando comparado as plantas
controle. Haja vista que os conteudos de Carboidratos Solluveis Totais e Sacarose
aumentaram nas plantas sob deficiéncia hidrica em torno de 1,65 e 1,54 vezes,
respectivamente. O mesmo ndo ocorrendo com as plantas sob alagamento que
decresceram em torno de 2 e 6,93 vezes respectivamente nos mesmos parametros.
As condicdes de deficiéncia hidrica e alagamento por doze dias foi o suficiente para
alterar os processos fisiologicos e metabolicos das plantas de pau-de-balsa.

Palavras-chaves: Alagamento; condutancia estomética; deficiéncia hidrica; pau-de-
balsa.

Abstract

The aim of this research was to evaluate the ecophysiological and biochemical
answers in balsa Wood (Ochroma pyramidale), for this, was conducted an
experiment in greenhouse of Universidade Federal Rural da Amazbnia, campus of
Capitdo Pogo — PA, on July 2013. The experimental design was completely
randomized factorial 3x4, three water conditions: control (irrigated), water deficit and
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flooding, and four periods (0, 4, 8 and 12 days), with 5 repetitions. The physiological
parameters evaluated were (predawn water potential, (Yam); stomatal conductance,
(gs); and transpiration, (E). The biochemical parameters were abscisic acid, starch
concentrations, total soluble carbohydrates and sucrose. The predawn water
potential and the variables of gas exchange decreased in water deficit and flooding
significantly, the abscisic acid levels showed increases in same treatments over time.
The starch content significantly decreased in seedlings in water deficit and flooding
showing a decrease of 2.06 and 8 times, respectively, when compared in irrigated
seedlings. Considering the contents of total soluble carbohydrates and sucrose
increased over time around of 1.65 and 1.54 times in plants in water deficit,
respectively. In the meantime, in plants under flooding occurred a decrease around 2
and 6.93 times in treatments under water deficit when compared to irrigated plants.
The conditions of water deficit and flooding by twelve days were enough to change
the physiological and metabolic process in seedlings of balsa Wood.

Keywords: Flooding; stomatal conductance; water deficit; balsa Wood.

INTRODUCAO

As principais causas das mudancas climéticas globais sdo a queima de
combustiveis fésseis e a alteracdo de cobertura do solo, trazendo como
consequéncia o agravamento do fendmeno do efeito estufa. Resultados desses
acontecimentos sao periodos de seca em algumas regides e alagamentos
permanentes em outras, colocando em risco a biodiversidade do planeta, assim
como influenciando a producdo agricola, florestal e as préaticas culturais em
diferentes partes do mundo (ROOS et al., 2011; MORTARI, 2012).

Isso tem despertado o interesse em pesquisas com espécies arboreas
nativas, objetivando amenizar as ac¢fes antrOpicas nesses ecossistemas. Estudos
em fisiologia vegetal tém contribuido bastante para o aprofundamento do
conhecimento dessas espécies, tornando-se uma ferramenta indispensavel para a
concepcao dos processos fisiologicos (NASCIMENTO, 2013).

Embora seja notorio o aumento de pesquisas abordando a fisiologia de
espécies arblreas nativas, ante os empecilhos ocasionados pelo excesso ou
deficiéncia hidrica, ainda ha uma grande lacuna a respeito desses assuntos,

impossibilitando a compreensdo da caracterizacdo de tolerancia ou sensibilidade
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aos estresses existentes em ambientes naturais (LIU et al., 2011; MARAGHNI et
al.,2011; NASCIMENTO et al., 2011).

Uma das espécies com pouco conhecimento nessa linha de pesquisa é
Ochroma pyramidale (Cav. Ex Lam) Urb., vulgarmente conhecida como pau-de-
balsa, com potencialidade para a recuperacdo de éareas degradadas e
reflorestamento devido ao seu rapido crescimento e tolerancia a luminosidade direta
(LORENZI, 1992). Sua madeira € macia e facil de manusear, podendo ser utilizada
para fabricacdo de papel e celulose, confeccdo de embarcacBes de brinquedos
(VARELA & FERRAZ, 1991).

As plantas quando submetidas a condicdes de baixo potencial hidrico no solo,
dependendo da espécie, desenvolvem mecanismos de ajustamento osmoético com
finalidade de manter a turgescéncia celular (MARIJUAN & BOSCH, 2013). Além do
mais, uma das primeiras respostas que as plantas ddo a baixa quantidade de agua é
o fechamento estomético, afetando diretamente o crescimento vegetal, uma vez que
promove a reducado das taxas fotossintéticas limitando a producédo de fitomassa, em
funcdo da pouca oferta de CO, (ASHRAF, 2010; DALBERTO, 2012)

Quando submetidas a inundacdes sucessivas ou déficit de agua, as plantas
apresentam algumas disfuncdes fisiol6gicas que inibem a fotossintese, assim como
o transporte de carboidratos que por sua vez aumentam as concentracées de acido
abscisico, esses por sua vez inibem o processo respiratério evitando que o vegetal
perca agua para atmosfera (CHEN et al., 2010).

Portanto, Visando solucionar parte dessa problematica o objetivo dessa
pesquisa foi determinar os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos de adaptacdo a
deficiéncia hidrica e alagamento em plantas jovens de pau-de-balsa com énfase no

comportamento estomaético, relagfes hidricas e solutos organicos.
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MATERIAL E METODOS

Local e conducgé&o do experimento

O experimento foi realizado em casa-de-vegetacdo da Universidade Federal
Rural da Amazonia, Campus de Capitdo-Poco, PA. (Latitude 01° 44’ 47” e Longitude
47° 03'34”), no més de julho de 2013, foram utilizadas mudas de Ochroma
pyramidale (Cav. Ex Lam) Urb., com aproximadamente um més de idade e 15 cm de
altura.

As mudas foram mantidas em vasos com capacidade de 10L, nas dimensdes
de 0,30m de altura e 0,3m de diametro, sendo preenchidos completamente com os
substratos latossolo amarelo distréfico e esterco bovino curtido na proporgéo 3:1
respectivamente, sobre uma camada de 0,02 m de pedra britada para facilitar a
drenagem da agua.

No periodo de trés meses antes do experimento foram aplicados 600 mL de
solugéo nutritiva completa segundo (Hoagland & Arnon, 1950) sendo para cada més
200 mL de solucao, foram realizadas irrigacdes diarias para ser mantido o solo na
capacidade de campo, sendo efetuada a pesagem do conjunto vaso/planta
periodicamente, para reposicdo da agua evapotranspirada, conforme diferenca de
peso. A capacidade de campo do substrato foi estimada, em laboratério, de acordo
com o método de coluna de solo apresentada por Fernandes & Sykes (1968).

As plantas foram submetidas a trés regimes hidricos: irrigado (controle),
deficiéncia hidrica (suspensédo total da irrigacdo no inicio do experimento) e
alagamento (mantido uma lamina de 5 cm de agua acima do solo) em um intervalo
de doze dias.

Durante o periodo experimental as “plantas controles” foram irrigadas

diariamente para repor a agua perdida, sendo feita individualmente para cada vaso,
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levando-se em consideracéo as pesagens diarias do conjunto (vaso + planta + solo).
Também foi realizado o controle de plantas daninhas por meio de monda, ndo houve
ocorréncia de deficiéncia nutricional e nem ataque de pragas e patdgenos.

Para as realizacdes das analises foram coletadas amostras do segundo ou
terceiro par de folhas maduras a partir do apice, entre 9:00 e 11:00 h, e
imediatamente congeladas (aproximadamente -20°C) para posteriores analises
bioquimicas. ApG6s a coleta de amostras citadas acima, todas as plantas foram
irrigadas ao final da tarde e, na antemanha seguinte, 12 h ap6s a retomada da
irrigagao, o %, foi novamente determinado, as trocas gasosas avaliadas e as
amostras foliares coletadas.

Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial (3x4), representado por trés condicBes hidricas: (controle,
deficiéncia hidrica e alagamento) e quatro periodos de avaliacédo (0, 4, 8 e 12 dias),
com 5 repeti¢cbes, totalizando 60 unidades experimentais, sendo cada unidade
composta de uma planta/vaso.

Potencial hidrico antemanha: Foi determinado entre 4:30 e 5:30 h, conforme
descrito por Pinheiro et al., (2007) por meio de uma bomba de pressdo do tipo
Scholander (m670, Pms Instrument Co., Albany, USA).

Trocas gasosas: A condutancia dos estdbmatos ao vapor d’agua (gs), a transpiracéo
(E) e a temperatura da folha (Tfol) foram determinadas por meio de um porémetro
portéatil de equilibrio dinamico (mod. Li 1600, LiCor, Nebraska, USA). As medi¢cbes
foram realizadas sob condicbes de luz e CO, ambientes, entre 09:30 e 10:30 h

segundo (COSTA & MARENCO, 2007).
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Andlises Bioquimicas foram realizadas no laboratorio de estudos da biodiversidade
em plantas superiores (EBPS), localizado na UFRA/ campus de Capitdo Poco.
Sendo realizada cada analise na seguinte ordem.

Determinacao de acido abscisico: A determinacdo do acido abscisico foi descrito
por Ross et al., (1995).

Determinacao das concentracfes de amido: O método utilizado para a obtengdo das

concentragdes de amido foi segundo Dubois et al., (1956).

Determinacdo de carboidratos solluveis totais (CST): para os Carboidratos
soluveis totais (CST) foi determinado segundo o método colorimétrico descrito por
Dubois et al. (1956).

Determinacdo de sacarose: Para determinacdo de sacarose o método utilizado foi

de Van Handel (1968).

Anédlises dos dados estatisticos

Os resultados experimentais foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), e quando verificado diferencas significativas as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Foram realizadas anélises de
regressao nas variaveis, cuja significancia foi averiguada pelo teste-F (P < 0,05).
Sendo as analises estatisticas realizadas usando-se o0 programa SWNTIA

(EMBRAPA, Campinas-SP, 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Potencial hidrico antemanha
O potencial hidrico antemanha (¥,n) reduziu significativamente nas plantas
sob deficiéncia hidrica (-0,36; -1,21; -2,39 e -3,35 MPa) e alagamento (-0,30; -1,76; -

3,07 e -3,85 MPa.), (Figura 1A). Representando um decrescimento em torno de 10 e
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12 vezes menos, respectivamente, quando comparado as plantas controle (-
0,31MPa). As diferencas estatisticas entre todas as condi¢cdes hidricas ocorreram a
partir do 4 dia de avaliacdo, no entanto, somente nas plantas sob alagamento e
deficiéncia hidrica que ocorreram diferencas estatisticas entre os periodos de
avaliacao (Figura 1A).
Transpiracao

As atividades estomaticas decresceram consideravelmente nas plantas sob
deficiéncia hidrica (10,94; 6,42; 3,96 e 1,8 mmol.m?.s™) e alagamento (11,08; 3,05;
1,14 e 0,15 mmol.m?.s™), quando comparado as plantas controle (10,85 mmol.m™?.s
1), esses resultados mostram uma queda representativa de suas atividades em torno
6 e 72 vezes, respectivamente, quando comparado as plantas controle. As
diferencas estatisticas entre as condi¢cdes hidricas ocorreram a partir do 4° dia de
experimento. Entretanto, pode-se observar que as plantas sob deficiéncia hidrica
diferem estatisticamente entre os periodos de avaliacdo ao longo do tempo de
experimento, 0 mesmo nao ocorrendo com as plantas sob alagamento onde se
notou diferencas apenas nos trés primeiros periodos do experimento (0, 4 e 8 dia)
(Figura 1B).
Condutancia estomética

A condutancia estomatica apresentou similaridade com os dados da
transpiracdo, mesmo porque existe uma relacao direta entre esses dois parametros.
Os valores encontrados na condi¢cdo de deficiéncia hidrica foram: 591; 251; 158 e 92
mmol.m?.s? e na condicdo de alagamento: 574; 154; 81 e 11 mmol.m?s™
Mostrando uma reducéo significativamente ao longo dos periodos de avaliacéo, isso
representou uma queda de 6,73 e 56 vezes respectivamente, quando comparado as

plantas controle (620 mmol.m?.s™). As diferencas estatisticas entre as condicées
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hidricas se deram a partir do 4° dia de experimento (Figura 1C). Na relacdo de
significancia entre os periodos de avaliacdo as plantas sob deficiéncia hidrica
diferiram nos trés primeiros periodos (0, 4 e 8 dias), nas plantas alagadas as
diferencas ocorreram nos periodos 0, 4 e 12 dias.
Concentracdes de acido abscisico

Ocorreram incrementos significativos nas concentracées de acido abscisico,
nas plantas sob deficiéncia hidrica e alagamento ao longo dos dias de experimento
(Figura 1D), os valores apresentados respectivamente foram: 22,85; 72,05; 93,25
110,01 ng g* MS e 20,48; 67,2; 100,2 e 126,25 ng g* MS e, contudo as
concentracfes desse fitormdnio representaram aumentos de 4,73 e 5,43 vezes
maior respectivamente quando comparado as plantas controle (23,25 ng g* MS).
As plantas sob deficiéncia hidrica e alagamento diferiram no 4° dia de experimento,
guando esses tratamentos foram comparados as plantas controle diferiram apenas
no ultimo dia de experimento.
Concentracdes de amido

Os teores de amido nas folhas de pau-de-balsa diminuiram em todos os
tratamentos sob estresse hidrico quando comparado as plantas controle (Figura 2A).
Sendo mais acentuados nas condi¢cdes de alagamento. Os valores encontrados sob
deficiéncia hidrica foram: 0,61; 0,41; 0,34 e 0,31 mmol de GLU/g de residuo e sob
alagamento foram: 0,59; 0,30; 0,11 e 0,08 mmol de GLU/g de residuo,
representando um decrescimento de 2,06 e 8 vezes menos respectivamente quando
comparado as plantas controle (0,64 mmol de GLU/g de residuo). As diferencas
estatisticas entre as condi¢cdes hidricas ocorreram a partir do 4° dia de avaliagdo
permanecendo até o final do experimento. Em relacdo aos periodos de avaliacdo as

diferencas estatisticas na condicéo de deficiéncia hidrica ocorreu apenas no primeiro
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periodo (O dia) em relacdo aos demais, na condi¢cdo de alagamento essa diferenca
se deu nos trés primeiros periodos (0,4 e 8 dia).
Concentracdes de carboidratos soluveis totais

Os resultados apresentados para esse parametro na condicdo de deficiéncia
hidrica mostrou acréscimo ao longo do tempo (Figura 2B) representando um
aumento 1,65 vezes maior quando comparado as plantas controle (148 mg g* MS),
o mesmo nao ocorrendo com as plantas sob alagamento que decresceram
significativamente a partir do 4 dia de experimento culminando com reducdo em
torno de 2 vezes menos quando comparado as plantas controle (Figura 2B). Os
valores obtidos para as folha sob deficiéncia hidrica foram: 156; 195; 225 e 245 mg
g’ MS e sob alagamento foram: 160; 205; 110 e 74 mg g™ MS, isso representou
diferencas estatisticas entre as condicdes hidricas a partir do 8° dia de experimento.
Em relacdo aos periodos de avaliacdo as diferencas se deram na condicdo de
deficiéncia hidrica nos periodos 0° e 8° dia. Na condicdo de alagamento essa
diferenga ocorreu no 4° e 8° periodo.
Concentracdes de sacarose

As concentracdes de sacarose mostraram-se semelhantes ao de carboidratos
soluveis totais, nas plantas sob deficiéncia e alagamento (Figura 2C). As
concentracOes de sacarose aumentaram gradativamente nas plantas sob deficiéncia
hidrica (16,48; 19,54; 20,12 e 23,01mg sacarose/ g MS), obtendo um aumento de
1,54 vezes maior quando comparado as plantas controle (14,85 mg sacarose/ g
MS), nas plantas sob alagamento os resultados foram (15,14; 16,45; 8,1 e 2,14 mg
sacarose/ g MS), mostrando um decrescimento a partir do 4° periodo, essa queda
ficou em torno de 6,93 vezes menor quando comparado as plantas controle. As

diferencas estatisticas entre as condi¢cdes hidricas ocorreram no 8° periodo. Na
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relacdo entre os periodos de avaliacédo as diferencas se deram nos dias 0 e 12 para
deficiéncia hidrica, para condicdo de alagamento se deram em trés periodos (4, 8 e
12 dias).

DISCUSSAO

Potencial hidrico antemanha

A reducéo do potencial hidrico nas plantas sob deficiéncia hidrica € devido a
menor disponibilidade de agua no solo, interferindo na formacao de um gradiente de
concentracdo e desfavorecendo a absorcdo de agua pela planta. O decréscimo na
disponibilidade de 4gua no solo ocasiona queda no potencial hidrico nas folhas das
plantas, levando a perda de turgescéncia e a reducdo da condutancia estomatica
(Figura 1C), gerando uma reducao da transpiracdo conforme observado na (Figura
1B). Cordeiro, (2012) trabalhando com mudas de trés espécies arbdreas verificaram
reducdes significativas no potencial hidrico durante o periodo seco nas condicdes
edafocliméaticas no municipio de Igarapé-Acu/ Para.

Na condi¢do de alagamento ocorreu uma baixa concentracédo de O,, devido a
mudanca da rota respiratéria do sistema radicular deixando de ser aerdbica para
anaerobica, consequentemente diminuindo seu rendimento energético e alterando
seu padrao de crescimento e desenvolvimento (Oliveira Neto, 2010).

Apresentando similaridade com este trabalho. Alves, (2010) estudando
plantas de ipé amarelo mostrou decréscimos significativos nas plantas sob estresse
hidrico (1050%) e alagamento (1350%) quando comparada as plantas controle.
Transpiracdo, condutancia estomatica e concentracdes de acido abscisico

A diminuicdo da transpiracdo sob condicbes de alagamento e deficiéncia
hidrica (Figura 1B) pode ser atribuida ao suprimento de agua no solo, assim como

ao decréscimo da condutividade hidraulica das raizes ou pela redugcdo do
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crescimento e morte das mesmas, causando queda no potencial hidrico das folhas
em funcdo da menor absorc¢édo de dgua (FRANCO & LUTTGE, 2004). Esta queda do
potencial pode ser temporaria devido ao fechamento estomatico que evita a perda
de mais agua por transpiracao (ALVES et al., 2012).

Essa reducdo significativa da condutancia estomatica sob condicbes de
alagamento e deficiéncia hidrica esta relacionada a diminuicdo do potencial hidrico
foliar (Figura 1A) e ao aumento da sintese de acido abscisico na raiz que é
translocado para parte area através do xilema (Figura 1D).

Entretanto, esse aumento na concentracdo de ABA ndo levou ao completo
fechamento estomatico, pois as folhas ainda possuiam uma baixa taxa de
transpiracdo (Figura 2B). (SILVA, 2009; PIERCE et al., 2010). Estes resultados
corroboram com diversos autores que ao estudarem os efeitos da deficiéncia hidrica
em espécies arboreas constataram alteracdes nas trocas gasosas em resposta a
pouca quantidade de 4gua (BALDUCCI et al., 2013, RIVAS et al., 2013, TONELLO;
TEIXEIRA FILHO, 2012).

No estudo de Alves et al. (2012), a condutancia estomatica reduziu
significativamente nas plantas alagadas de Tabebuia serratifolia em relacdo as
plantas controle.

O aumento das concentracdes de ABA nas plantas sob deficiéncia hidrica e
alagamento (Figura 1D) devem estar relacionados possivelmente a uma série de
estimulos de alteracBes nas plantas que ocasionaram o fechamento dos estébmatos
assim como a reducdo da transpiracdo. A biossintese deste hormdénio ocorre
preferencialmente no sistema radicular sendo transportado para parte aérea,
indicando que esse parametro € mais responsivo ao alagamento do que a

deficiéncia hidrica. Silva, (2013) Trabalhando com gendétipos de Jatropha curcas L
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encontrou altas concentracdes de ABA nas folhas, no genétipo CNPAE 126 (100,42
ng g MS) para o tratamento com déficit hidrico. No estudo de Cerqueira, (2011) em
folhas de Vitis vinifera L. verificou um aumento na concentragdo de acido abscisico
guando as plantas foram submetidas a deficiéncia hidrica durante 90 dias.
Concentracdes de amido

As reducdes nos teores de amido no tratamento sob deficiéncia hidrica
possivelmente deva estad relacionada a diminuicdo do processo fotossintético,
mesmo esse ndo sendo avaliado nesse estudo, mais embasado em virtude da
diminuicdo das trocas gasosas conforme as Figuras (1B e 1C), que diminuem a
entrada de CO; principal componente para producédo de amido no ciclo C3.

Outra possivel resposta estd no aumento da atividade das enzimas a e
amilase que atuam na degradacdo do amido em condicbes de estresse para a
formacdo de acucares, especialmente a sacarose (Figura 2C). Outro fator que
possivelmente tenha contribuido para essa baixa quantidade de amido est4d na
inativacdo da enzima chave na sintese de amido (ADP-glicose pirofosforilase)
principalmente em condi¢des de estresse, com isso diminuindo consideravelmente
0s seus teores nas folhas de pau-de- balsa.

A reducdo na respiracdo das raizes € uma das primeiras respostas das
plantas sob alagamento (anoxia), cuja atividade metabdlica € inibida, e a producéo
de ATP decresce, restringindo o fornecimento de energia para o crescimento das
raizes e reduzindo, assim, o crescimento vegetativo (BATISTA et al.,, 2008). A
reducdo do amido nas plantas em condi¢cbes de alagamento seria uma alternativa
para suportar o metabolismo fermentativo que requer maior concentracéo de acucar

(SAIRAM, et al., 2008).
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Resultados alcancados por Freitas, (2014) mostram que as concentracdes de
amido diminuiram significativamente nas plantas sob estresse hidrico, no caso de
Paula et al., (2013) trabalhando com plantas de mogno africano encontraram
diminuicdo tanto no estresse hidrico como no alagado. Para Gimeno et al., (2012)
estudando plantas de Jatropha curcas encontraram resultados semelhantes em
condi¢cbes de alagamento.

Concentracdes de carboidratos soluveis totais

O aumento de carboidratos sollaveis totais na condicdo de deficiéncia hidrica
(Figura 2B) se deve primariamente a uma resposta a tolerancia ao estresse hidrico,
ocasionando o0 ajustamento osmotico no metabolismo dessas plantas, sendo assim,
reduzindo seus potenciais osmoticos e, pelas diferencas de gradientes de
concentragbes manteve-se a turgescéncia e consequentemente retardou a
desidratacdo nos tecidos das plantas. Contudo, esse aumento nas concentracdes de
carboidratos induziu uma maior agéo protetiva das biomembranas que podem ser
degradadas nessa condicéo.

No caso das plantas sob alagamento a diminuicdo de carboidratos soluveis
totais provavelmente deva estar relacionada a diminuicdo da fotossintese e
consequentemente a queda do seu potencial energético. Uma vez que esse
processo produz energia necessaria na forma de ATP para o desenvolvimento e
crescimento vegetal. Possivelmente também deva ter ocorrido um deslocamento de
carboidratos da parte aérea para o sistema radicular via xilema com intuito de
investimento energético nas raizes, deste modo funcionando como uma estratégia
adaptativa inicial desse vegetal, fazendo com que aumente o processo fermentativo

de carboidratos para sustentar a producdo de ATP sob anoxia e a reoxidacao de
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agentes redutores essenciais para manter a glicolise (LARRE, 2011; PISICCHIO et
al., 2010).

Resultados semelhantes foram encontrados por Alves et al., (2012)
trabalhando com plantas de Tabebuia serratifolia. Assim como os resultados
observados por Rivas et al., (2013) que apresentaram incrementos na concentracao
de carboidratos em folhas de Moringa oleifera sob deficiéncia hidrica por 10 dias.
Concentracdes de sacarose

A possivel resposta para o aumento de sacarose nas plantas sob deficiéncia
hidrica (Figura 2C) é que assim como 0s demais acgUcares, a sacarose sofre
hidrolise liberando hexoses que serdo utilizadas nos processos de ajustamento
osmotico, podendo se ligar as moléculas de agua na folha com a finalidade de
manter o nivel de agua no érgéo foliar (ASHRAF et al., 2011).

A baixa producéo de energia produzida no sistema radicular pela respiracao
anaerébia reduz o crescimento da raiz e consequentemente a absorcdo de
nutrientes, o que contribui para o fechamento estomético e o declinio do processo de
fotossintético (KREUZWIESER et al., 2004). Isso pode ter resultado na queda dos
teores de amido e, por conseguinte na concentracdo de sacarose nas folhas das
plantas sob alagamento. Além disso, possivelmente deva ter ocorrido um aumento
na demanda por carboidratos na raiz para sustentar o metabolismo anaerébio, isso
deve ter sido compensada pela translocacado de sacarose da folha, para o sistema
radicular (KREUZWIESER et al., 2009).

Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira Neto, (2010)
trabalhando com plantas de jatoba (Hymenaea courbaril L.) onde obteve um
incremento de sacarose nas folhas sob estresse hidrico e diminuicdo nas plantas

alagadas.
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CONCLUSAO

As condi¢des de deficiéncia hidrica e alagamento em plantas jovens de pau-
de-balsa reduziram fortemente o %,m, gs € E indicando um eficiente controle
estomatico da transpiragdo nessa especie;

Os aumentos nos teores de carboidratos sollveis totais e sacarose foram
maiores nas plantas sob deficiéncia hidrica, indicando uma possivel ocorréncia de
ajuste osmotico nessa espécie;

As plantas sob alagamento se mostraram mais sensiveis em relacdo as

plantas sob deficiéncia hidrica.
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Figura 1. Potencial hidrico na antemanha (%¥.m, Fig. 1A), transpiracdo (E, Fig. 1B),
condutancia estomética (gs, Fig. 1C), e &cido abscisico (Fig. 1D), em plantas jovens
de Ochroma pyramidade (Cav. Ex Lam) Urb. Médias seguidas pela mesma letra
mailscula ou mindscula, ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de
probabilidade. Letras mailsculas comparam estatisticamente entre as condi¢cbes

hidricas e as letras minUsculas entre os periodos de avaliacdo dentro de cada
tratamento.

Figure 1. Predawn water potential (Wam, Fig. 1A), transpiration (E, Fig. 1B), stomatal
conductance (gs, Fig. 1C), and abscisic acid (Fig. 1D), in seedlings of Ochroma
pyramidade (Cav. Ex Lam) Urb. Means followed by same capital letter or lower case,
do not differ by the Tukey test in 5% of probability. Capital letter statistically compare
between the water conditions and the lower case between the periods of evaluation
in each treatment.
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Figura 2. Concentracbes de amido (Fig. 2A), Concentracdes de carboidratos
soluveis totais (Fig. 2B) e Concentracfes de sacarose (Fig. 2C) em plantas jovens
de Ochroma pyramidade (Cav. Ex Lam) Urb. Médias seguidas pela mesma letra
mailscula ou mindscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Letras mailsculas comparam estatisticamente entre as condicdes
hidricas e as letras minUsculas entre os periodos de avaliagdo dentro de cada
tratamento.

Figure 2. Starch concentrations (Fig. 2A), Total soluble carbohydrates concentration
(Fig. 2B) and Sucrose levels (Fig. 2C) in seedlings of Ochroma pyramidade (Cav. Ex
Lam) Urb. Means followed by same capital letter our lower case, do not differ by
Tukey test in 5% of probability. Capital letter statistically compare between the water
conditions and the lower case between the periods of evaluation in each treatment.
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CAPITULO 11

Potencial hidrico e metabolismo do nitrogénio em plantas jovens de
Ochroma pyramidale (Cav. Ex Lam) Urb. submetida a deficiéncia

hidrica e alagamento

Manuscrito formatado para Australian Jornal of Crop Science.

Resumo

A presente pesquisa objetivou avaliar as respostas metabolicas do nitrogénio frente os efeitos
da deficiéncia hidrica e do alagamento em plantas jovens de pau-de-balsa. Para isso foi
realizado um experimento em casa-de-vegetacdo da Universidade Federal Rural da Amazonia,
Campus de Capitdo/Poco, PA, em julho de 2013. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial (3x4) em trés condi¢fes hidricas: controle
(irrigado), deficiéncia hidrica e alagamento, em quatro periodos de avaliacdo (0, 4, 8 e 12
dias), com 5 repeticdes. Os parametros avaliados foram potencial hidrico antemanha, ¥y,
Concentracdo de Nitrato; Atividade da Redutase do Nitrato; Aménio Livre; Atividade da
Glutamina Sintetase; Aminoacidos SolUveis Totais; Proteinas SolUveis Totais; Prolina e
Glicina Betaina. O potencial hidrico, Nitrato, Redutase do Nitrato e Glutamina Sintetase
reduziram significativamente nas plantas sob estresse hidrico ao longo do tempo, 0 mesmo
ndo ocorrendo com o Aménio Livre que aumentou significativamente. As Concentracbes de
Aminoécidos, Glicina Betaina e Prolina aumentaram nas plantas sob deficiéncia hidrica, na
condigdo de alagamento essas varidveis decresceram consideravelmente a partir do 4° dia de
experimento. Os teores de Proteinas decresceram nas plantas sob estresse hidrico ao longo do
experimento. As plantas sob alagamento foram mais prejudicadas em nivel bioquimico,
enquanto que na situacdo de deficiéncia hidrica as alteracdes sob o metabolismo do nitrogénio
estdo relacionadas com o ajuste dos compostos osmoliticos. Portanto, as analises efetuadas
revelaram que as plantas de pau-de-balsa sdo altamente sensiveis ao alagamento e tolerantes a

deficiéncia hidrica.

Palavra-chaves: Bioquimico; compostos osmoliticos; estresse abidtico; pau-de-balsa;
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Introducéo

Por se constituir em uma regido extensa, e ser considerada a maior floresta equatorial do
mundo, com muitas possibilidades de extragdo de recursos madeireiros e ndo madeireiros, a
Regido Amazonica ao longo dos anos sempre despertou a atengdo de muitos pesquisadores
que geraram uma quantidade consideravel de trabalhos em varias linhas de pesquisa
(PRATES & BACHA, 2011).

E uma dessas areas é da fisiologia vegetal, onde para o entendimento das muitas respostas aos
estresses causados nos ecossistemas naturais, essa linha de pesquisa tem permitindo entender
as varias formas de crescimento e distribuicdo dos vegetais principalmente quando s&o
controlados pela falta ou excesso de agua.

As relagBes entre nitrogénio e comunidades vegetais naturais tém sido investigadas em
diversas regibes do planeta e os resultados tém sustentado a idéia de que as espécies de
plantas diferem quanto a habilidade de utilizar as fontes orgénicas e inorganicas desse
elemento (SCHIMANN et al., 2008).

Todos os ecossistemas sdo influenciados por condi¢cbes adversas, seja por acGes naturais ou
antropicas contrastando apenas em funcdo da intensidade e duracdo dos fatores estressantes,
que geram agravos em varias etapas dos ciclos de vida do vegetal. Limitando sua
sobrevivéncia e estabelecimento (ASHRAF, 2010; GORAI et al., 2010; TURKAN, 2011).

A condicdo de seca pode ser entendida como um grave fenbmeno natural de escassez de agua
em qualquer sistema que necessite da presenca da mesma, sendo frequentemente atribuida ao
desvio da quantidade normal de precipitacdo durante um periodo longo de tempo (KIRONO
etal., 2011).

O déficit na disponibilidade de oxigénio (hipoxia e/ou anoxia) é o principal fator de estresse
em solos sob excesso de agua. Nas plantas, o impacto do excesso de agua no solo é, na
maioria dos casos, sentido diretamente pelas raizes e indiretamente pela parte aérea. Na parte
aérea, 0 excesso de agua no solo pode induzir a clorose, murchamento prematuro, queda da
capacidade fotossintética, do potencial hidrico e da concentracdo de nutrientes nas folhas e
diminuicdo no crescimento (VISSER et al., 2003).

A necessidade de mais conhecimento das caracteristicas ecofisioldgicas de uso do nitrogénio
das espécies arbdreas em florestas, especialmente sobre a ciclagem de nitrogénio e o
comportamento das espécies em ambientes com clima seco e umido, de tal forma a se gerar

ferramentas que contribuam no futuro para a recuperacdo de &reas degradadas nos dominios
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fitogeograficos relacionados e que complementem as informacdes sobre a sucessao ecolégica
desses ambientes (PEREIRA-SILVA, 2011).
Contudo, objetivo desse trabalho foi avaliar as respostas metabodlicas do nitrogénio em funcéo

da disponibilidade hidrica em plantas jovens de pau-de-balsa.

Resultados

Potencial hidrico antemanha

O potencial hidrico antemanha (¥.m) reduziu significativamente nas plantas sob deficiéncia
hidrica (-0,36; -1,21; -2,39 e -3,35 MPa) e alagamento (-0,30; -1,76; -3,07 e -3,85 MPa.),
(Figura 1A). Representando um decrescimento do potencial hidrico na planta em torno de 10
e 12 vezes respectivamente quando comparado as plantas controle (-0,31MPa). As diferencas
estatisticas entre as condicdes hidricas ocorreram a partir do 4° dia de avaliacdo, no entanto,
somente nas plantas sob alagamento e deficiéncia hidrica que ocorreram diferencas
estatisticas entre os periodos de avaliagdo ao longo do tempo (Figura 1A).

Teores de nitrato

Os resultados encontrados para os teores de nitrato nas plantas sob deficiéncia hidrica foram:
0,88; 0,41; 0,21 e 0,16 mmoles de NO3z /kg MS em alagamento foram: 0,84; 0,25; 0,09 e 0,03
mmoles de NO3;/kg MS. Representando um decrescimento significativo em funcdo do tempo
de estresse. No caso das plantas sob deficiéncia hidrica essa diminuigdo representou 5 vezes
menos quando comparado as plantas controle (0,83 mmoles de NOs/kg™® MS). A condicio
sob alagamento decresceu a um valor de 27 vezes menos quando comparado as plantas
controle. As diferencas estatisticas entre as condi¢cBes hidricas se deram no 4° dia de
experimento (Figura 2A). Na relagdo entre os periodos de avaliagdo essas diferengas
estatisticas se deram nos trés primeiros pontos tanto na condicdo de deficiéncia hidrica como
na de alagamento.

Atividade da enzima redutase do nitrato

A atividade da enzima redutase do nitrato diminuiu significativamente nas plantas sobre
deficiéncia hidrica e alagamento quando comparado as plantas controle (Figura 2B). Os
valores encontrados para plantas sob deficiéncia hidrica foram: 0,26; 0,15; 0,08 e 0,02 umoles
NO,/g. MFY/h™* e sob alagamento foram: 0,25; 0,19; 0,10 e 0,01 umoles NO,/g. MF*/h™.
esses resultados mostram uma reducéo entorno de 12,5 e 25 vezes menos, respectivamente,
quando comparado as plantas controle (0,25 pmoles NOy/g. MF*/h™). Essas diminuictes

ocasionaram diferencas estatisticas entre as condic¢Ges hidricas a partir do 4° dia de avaliacdo.
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Em relacdo as diferengas estatisticas entre os periodos de avaliagdo em cada tratamento as
plantas sob alagamento e deficiéncia hidrica diferiram ao longo do tempo quando comparado
as plantas controle.

Concentrag¢6es de amonio livre

Os resultados apresentados mostraram um aumento nos teores de amonio livre nas condic¢des
de deficiéncia hidrica (9,24; 11,89; 12,55 e 15,41 mmol de NH,'/ kg de MS) e alagamento
(10,01; 12,08; 16,12 e 18,35 mmol de NH4'/ kg de MS). Esses resultados corresponderam a
um acréscimo de 1,72 e 2,05 a mais respectivamente quando comparado as plantas controle
(8,94 mmol de NH;/ kg de MS). Contudo, as diferencas estatisticas entre as condicdes
hidricas ocorreram somente no 8° dia de experimento. Para as diferencas estatisticas entre 0s
periodos de avaliacdo na condicao de deficiéncia hidrica e alagamento ocorreram nos tempos
0 e 12 dias.

Atividade da glutamina sintetase

As diminuicdes acentuadas na atividade da enzima glutamina sintetase nas plantas sob
deficiéncia hidrica foram: 15,01; 12,01; 8,12 e 5,22 mmoles GGH/ Kg MS. Esses dados
representaram uma queda de 2,69 quando comparado as plantas controle (14,05 mmoles
GGH/ Kg MS). Para os resultados encontrados nas plantas sob condicdo de alagamento
foram: 14,18; 6,02; 2,25 e 1,04 mmoles GGH/ Kg MS. Correspondendo uma diminui¢édo de
13,5 menos quando comparado as plantas controle. As diferencas estatisticas entre as
condicBes hidricas ocorreram a partir do 4° dia de experimento (Figura 2D). No caso dos
periodos de avaliacdo as diferencas estatisticas nas plantas sob deficiéncia hidrica ocorreram
ao longo do tempo. No caso das plantas sob alagamento as diferencas estatisticas entre os
periodos de avaliacdo ocorreram nos trés primeiros tempos (0, 4 e 8 dias).

Teores de aminoacidos solUveis totais

Os teores de aminoacidos solUveis totais aumentaram nas plantas submetidas a deficiéncia
hidrica (Figura 3A), esse aumento correspondeu 1,9 vezes mais, quando comparado as plantas
controle (105 umol de AA/ g MS). Na condicdo de alagamento ocorreu um decrescimento a
partir do 4° dia de avaliacdo representando uma queda de 1,9 vezes menos quando comparado
as plantas controle. Os resultados encontrados para plantas sob deficiéncia hidrica foram:
100,1; 153,01; 189,17 e 200,17 umol de AA/ g MS e sob alagamento: 111,04; 138; 91,24 e
54,1umol de AA/ g MS, esses dados mostram uma sensibilidade nas plantas sob alagamento.
Estatisticamente as diferencas entre as condi¢Ges hidricas ocorreram apenas no Ultimo dia de
experimento. As diferencas estatisticas entres os periodos de avaliagdo, podemos observar
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que, na condic¢do de deficiéncia hidrica as diferencas se deram nos trés primeiros tempos 0, 4
e 8° dia. No caso da condi¢do de alagamento essa diferenca ocorreu nos trés Gltimos tempos 4,
8 e 12° dia.

Teores de proteinas solUveis totais

Os teores de proteinas sollveis totais diminuiram significativamente tanto na condi¢do de
deficiéncia hidrica como na de alagamento conforme a Figura 3B, no entanto sendo mais
acentuado nas plantas sobre alagamento. Os valores encontrados para o tratamento sob
deficiéncia hidrica foram: 2,11; 1,82; 1,54 e 1,12 mg proteina/g MS, e na condi¢do de
alagamento foram: (2,05; 1,76; 1,12 e 0,48 mg proteina/g MS). Na primeira condi¢do ocorreu
uma a diminuicdo em torno de 1,9 vezes quando comparado as plantas controle (2,1 mg
proteina/g MS), para a segunda um decrescimento de 4,37 vezes menos quando comparado
as plantas controle. As diferencas estatisticas entre as condi¢des hidricas se deram no 8° dia
de experimento. Nos periodos de avaliacdo as diferencas estatisticas aconteceram nas duas
condicGes de estresse hidrico quando comparado as plantas controle.

Teores de prolina

Os teores de prolina na condi¢do de deficiéncia hidrica aumentaram gradativamente com o
tempo de estresse, 0 mesmo ndo ocorrendo com as plantas sobre alagamento que diminuiram
a partir do 4° dia (Figura 3C). Os resultados encontrados para deficiencia hidrica foram: (2,1;
2,89; 3,65 e 4,98 mmol.g™.MS, representando mais de 2,5 vezes quando comparado as plantas
controle (1,98 mmol.g".MS). Na condicdo de alagamento foram: 2,01; 2,36; 1,35 e 1,01
mmol.g™*.MS. Mostrando um decrescimento em torno de 1,96 quando comparado as plantas
controle. As diferencas estatisticas entre as condi¢des hidricas ocorrem a partir do 8° dia. Para
os periodos de avaliacdo as diferencas estatisticas na condicao de deficiéncia hidrica se deram
ao longo do tempo experimental. O mesmo nédo observado para condicdo de alagamento onde
ocorreram no 4° e 8° dia.

Teores de glicina betaina

Os aumentos nos teores de glicina betaina nas plantas sob deficiéncia hidrica foram: (6,02;
8,7; 11,01 e 13,33 mg de glicina betaina/g MS), esse aumento representou cerca de 2,13 mais
guando comparado as plantas controle (6,25 mg de glicina betaina/g MS). Para as plantas sob
alagamento os resultados mostraram que a partir do 4° periodo de avaliacdo ocorreu um
decrescimento significativo conforme observado (6,12; 7,94; 3,56 e 2,01 mg de glicina

betaina/g MS), representando uma queda de 3,10 quando comparado as plantas controle.
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As diferencas estatisticas entre as condigdes hidricas aconteceram no 8° dia de experimento
(Figura 3D). As plantas sob deficiéncia hidrica diferiram entre os periodos de avaliacdo ao
longo do experimento, para as plantas sob alagamento essa diferenca ocorreu no 4 e 8° dia.
Discussao

Potencial hidrico antemanha

O ¥, das plantas de pau-de-balsa sob estresse hidrico decresceu significativamente (p<0.05)
ao longo do tempo de estresse (Figura 1). Em virtude da falta de agua no solo levando
possivelmente a um aumento da elasticidade nos vasos xilematicos, pois quanto mais negativo
0 Pw maior estd sendo a forca necessaria para que a planta absorva a agua do solo e
transporte até a parte aérea (LUZ, 2011). Nas circunstancias de alagamento a redugdo do
potencial hidrico (¥,) provavelmente esta relacionada a diminuicdo da respiracdo aerobia,
passando a produzir menor quantidade de energia na forma de ATP, sendo essa energia
direcionada para o sistema radicular para promover o crescimento das raizes que capturam
agua e nutrientes. Assim como ao espessamento da membrana celular onde essa estrutura em
condi¢cdes normais aumentaria a resisténcia ao fluxo de agua. Em virtude desses fatos as
consequéncias foram menor absorcdo de agua pelas raizes resultando na queda do potencial
hidrico (TAIZ & ZAIGER, 2013; PRYOR, 2006), em decorréncia da diminuicdo na
quantidade de pélos e do sistema radicular (ALVES et al., 2012). Resultados apresentados por
FU et al., (2010) demonstraram similaridade no pardmetro potencial hidrico do xilema em
plantas de Populus euphratica e Populus Russkii atribuindo as diferentes caracteristicas de
absorcéo de agua a distribuicao de raizes.

Teores de nitrato

As concentracdes de nitrato nas folhas de pau-de-balsa diminuiram significativamente sob
deficiéncia hidrica e alagamento (Figura 2B), uma resposta a essa demanda negativa de
nitrato na condicdo de deficiéncia hidrica estd na diminuicdo do conteddo de agua, pois 0
nitrato (NO3") é a principal forma de nitrogénio absorvido do solo pelas plantas, seguido do
aménio (NH4") quando essa substancia encontra-se em quantidades insuficientes dificulta o
processo de absorcdo de nitrato pelas raizes e consequentemente diminuindo o transporte
deste para a parte aérea através da corrente transpiratoria via xilema (SHANER & BOYER,
1976) e com isso diminuindo a atividade da enzima redutase do nitrato como se pode observar
na (figura 2B).

Estudos apontam que quando o solo encontra-se sob excesso de &gua ocorre reducdo do

oxigénio para o sistema radicular o que contribuiria para a reducéo da respiracdo das raizes.
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Como consequéncia, havendo mudanca da rota aerdbia para anaerdbia, o que resultaria na
menor sintese de ATP, influenciando diretamente no desenvolvimento vegetal (PARENT et
al., 2008).

Resultados encontrados por Oliveira Neto, (2010) trabalhando com plantas jovens de jatoba
(Hymenaea courbaril L.) submetidas a estresse hidrico e alagamento corroboraram com 0s
resultados encontrados nesse estudo. Assim como os resultados de Andrade Janior, (2013)
com plantas de jovens de Parkia gigantocarpa Ducke em condicao de alagamento.

Atividade da enzima redutase do nitrato

A atividade da enzima redutase do nitrato diminuiu significativamente nas plantas sob
deficiéncia hidrica e alagamento (Figura 2B). O baixo fluxo de 4gua na corrente transpiratoria
possivelmente deva ter diminuido a atividade dessa enzima nas plantas sob deficiéncia
hidrica, trazendo como consequéncia a diminuicdo da transpiracdo e com isso também o fluxo
de nitrato para as folhas uma vez que essa enzima € altamente dependente de seu substrato
(HORCHANI et al., 2010).

A diminuicdo na condicdo de alagamento deve-se provavelmente a falta de oxigénio no solo,
contribuindo para a falta de energia na forma (ATP) no sistema radicular, dificultando com
iISSO0 0 seu desenvolvimento, ocasionando uma baixa absorcdo do nitrato do solo e
consequentemente de nitrato para as folhas.

Outro ponto importante que possivelmente deva estar relacionado a baixa atividade dessa
enzima na condicdo de alagamento é o aumento da fermentacdo alcoolica, pois esse processo
promove o0 aumento da ADH que contribui para o aumento do pH, processo que inibe a
atividade dessa enzima.

Carvalho, (2012) trabalhando com seringueira (Hevea spp) contradizem com os resultados
aqui apresentados, obtendo aumento dessa enzima em condicdes de alagamento. Para Alves,
(2010) trabalhando com plantas de Tabebuia serratifolia encontrou resultados similares nas
plantas sob alagamento e deficiéncia hidrica.

Concentracgdes de amonio livre

Os teores de amonio livre aumentaram nas plantas sob deficiéncia hidrica e alagamento
(Figura 2C). Para Alves, (2010) o aumento nas concentragdes de amonio livre nas plantas sob
deficiéncia hidrica se deve possivelmente a outra rota para formagdo do amonio livre, como a
rota do glutamato desidrogenase (GDH), que atua na dependéncia de NADH, desaminando o

glutamato gerando aménio (NH;") e o 2-Oxiglutarato, promovendo assim um actimulo de
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amonio devido o aumento da sua producdo e a reducdo da atividade da enzima glutamina
sintetase (Figura 2D).

No caso das plantas sob alagamento a baixa atividade da enzima glutamina sintetase deva ter
contribuido para 0 aumento de aménio, assim como o processo de fotorrespiracdo e do
catabolismo de compostos nitrogenados, especialmente os aminoécidos, outro fato que deve
ser destacado é que provavelmente deva ter ocorrido a diminuicdo da desidrogenase do
glutamato GDH/NADH que deixaria de catalisar a incorporagdo da NH," em forma organica
(DEBOUBA et al., 2007).

Trabalho desenvolvido por Carvalho, (2012) com (Hevea sp) mostrou similaridade com este
trabalho. Para Alves, (2010) os teores de aménio livre em plantas de ipé-amarelo sob déficit
hidrico aumentaram significativamente ao longo do tempo e diminuiram consideravelmente
nas plantas sob alagamento discordando dos resultados aqui apresentados para as plantas sob
excesso de agua.

Atividade da glutamina sintetase

Os resultados mostraram que a atividade da glutamina sintetase diminuiu significativamente
ao longo do tempo nas plantas sob alagamento e deficiéncia hidrica (Figura 2D). Isso
evidéncia que a atividade desta enzima reduziu nas plantas sob essas condi¢cdes devido as
baixas concentracdes de ATP no meio celular, haja visto que essa enzima é altamente
dependente de energia na forma de ATP, gerado pelos fotossistemas na fase fotoquimica da
fotossintese, assim como do processo respiratorio nas raizes (OLIVEIRA NETO, 2010;
ALVES et al., 2012). Essas afirmativas em funcdo da fotossintese estdo baseadas no baixo
nivel de transpiracdo desse vegetal como observado nas figuras 1B e 1C. Isso explica em
parte a baixa concentracdo de gas carb6nico (CO,) nas células estométicas prejudicando com
isso a producdo de energia na forma de ATP. Em trabalhos desenvolvidos por Carneiro,
(2014) com plantas de seringueira durante 21 dias mostrou que a atividade da enzima
glutamina sintetase (GS) foi bem maior nas folhas de plantas mantidas sob capacidade de
campo.

Teores de aminoacidos solUveis totais

O aumento significativo dos teores de aminoacidos nas plantas sob deficiéncia hidrica (Figura
3A) se deve provavelmente, da restricdo da sintese de proteinas, em funcdo das enzimas
proteoliticas que degradam essa proteina formando aminoacidos, bem como dos disturbios
pela deficiéncia hidrica nos tecidos do floema, reduzindo a translocacdo de aminoacidos para

outros 6rgaos. Esse aumento possivelmente promoveu a diminuicdo do potencial osmotico e a
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uma provavel manutengdo da turgescéncia celular, servindo de reserva de nitrogénio para a
possivel retomada do crescimento quando as tensdes ambientais amenizarem ou terminarem e
indicando uma possivel tolerancia a essa condi¢éo.

Nas plantas sob alagamento houve uma reducdo nas concentracdes de aminoacidos (Figura
3A), isto se deve possivelmente a baixa atividade da enzima glutamina sintetase (Figura 2D),
enzima conhecida como porta de entrada para formacgéo de todos os aminoécidos nas raizes e
nas folhas. Alem do mais, a queda na sintese de ATP resultou em menor absorcdo de nitrato
(NOg3), principal forma de nitrogénio absorvido pela planta e elemento essencial para
formag&o de amino&cidos.

Para Moura, (2010), trabalhando com plantas de Jatropha curcas, apresentou resultados
contrarios nos teores de aminoacidos sollveis totais submetidas & deficiéncia hidrica na
medida em que o estresse foi mais intenso. Segundo Andrade Junior, (2013), analisando o
tecido foliar das plantas de Parkia gigantocarpa em condi¢Oes de alagamento apresentou
reducdo em torno de 93,47%, mostrando alta sensibilidade a essa condi¢cdo ambiental e
similaridade com esse trabalho.

Teores de proteinas solUveis totais

Os teores de proteinas decresceram nas plantas sob deficiéncia hidrica e alagamento (Figura
3B). Trabalho desenvolvido por Nascimento, (2009) com mudas de jatoba obteve resultados
contraditérios em relagdo a concentracdo desse soluto organico, sendo observado um
incremento nos teores de proteinas solGveis nas plantas submetidas a 25% da Capacidade de
Pote (estresse severo ocasionado pela falta de 4gua). Para Andrade Janior, (2013) utilizando
mudas de Parkia gigantocarpa sob alagamento os teores de proteinas nas folhas reduziram
significativamente.

Na condicdo de estresse hidrico provavelmente deve ter ocorrido segundo Oliveira Neto,
(2010) aumento da atividade de enzimas proteoliticas, que quebram as proteinas de reserva
das plantas e também da diminuicdo da sintese “de novo” das mesmas. Esse tipo de estresse
interfere basicamente no metabolismo bioquimico da planta e como uma forma de defesa
contra falta de agua, a planta muda seu comportamento metabdlico como, por exemplo,
degrada proteinas em aminoéacidos, dentre os quais, a prolina. Segundo Bailey-Serres &
Chang, (2005) plantas submetidas a baixa disponibilidade de oxigénio, normalmente reduzem
a sintese de proteinas, em funcédo da inibicdo de certas enzimas, sintetizando apenas proteinas

relacionadas ao alagamento, como, a ADH e a LDH.
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Teores de prolina

Os aumentos nos teores desse aminoacido nas plantas sob deficiéncia hidrica (Figura 3C)
indicam possivelmente sua participacdo no processo de ajustamento osmatico dessas plantas.
Assim como o0 aumento das atividades proteoliticas, promovendo maior disponibilidade desse
aminoacido. No estudo desenvolvido por Silva, (2013) com mudas de Moringa oleifera
submetidas a deficiéncia hidrica e alagamento mostraram que os teores de prolina presentes
nas folhas decresceram significativamente nos 10 dias de avaliacdo nos dois parametros, ndo
corroborando com os dados desse estudo para as plantas sob deficiéncia hidrica. No entanto,
Amorim et al., (2011) ao estudarem o teor de prolina em folhas de Anacardium occidentale
verificaram um aumento desse soluto como resposta ao estresse hidrico.

Nas plantas sob alagamento, o aumento no teor de aménio (Figura 2C), ou a degradacédo de
proteinas por enzimas proteoliticas, pode ter sido responsavel pelo alto teor de prolina livre,
importante aminoacido na protecdo de estruturas celulares contra danos oxidativo causados
pelos radicais livres (KAVI KISHOR et al., 2005). Os resultados obtidos por Horchani et al.,
(2010) mostraram similaridade com o trabalho em questdo. Outra possivel resposta para aos
baixos teores de prolina, se deve possivelmente ao inicio da senescéncia das folhas
ocasionando necroses fazendo com que ocorra possivelmente o deslocamento desse
amino&cido ao sistema radicular (Oliveira Neto, 2010).

Teores de glicina betaina

O acréscimo significativo nos teores de glicina betaina nas folhas de pau-de-balsa submetidas
a deficiéncia hidrica (Figura 3D), sdo devidos, provavelmente, a atuacdo dessa substancia
como um osmorregulador, mas também por estabilizar as estruturas e as atividades de
enzimas do complexo de proteina, e manter a integridade de membranas contra os efeitos
prejudiciais de diferentes estresses hidricos (SAKAMATO & MURATA, 2002). Contudo,
resultados com plantas jovens de mogno africano ndo foram observadas alteracfes
significativas nas concentracdes de glicina betaina, em consequéncia do tratamento sob déficit
hidrico (ALBUQUERQUE, 2013). Para as espécies Hymenaea. courbaril e Hymenaea
stigonocarpa ocorreram aumentos significativos nos teores de glicina betaina na condicdo de
estresse hidrico (LUZ, 2011).
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MATERIAIS E METODOS

Local e condugéo do experimento

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetagdo da Universidade Federal Rural da
Amazodnia, no Campus de Capitdo/ Pogo. (Latitude 01° 44” 47°° e Longitude 47° 03°34°"). No
més de julho de 2013, foram utilizadas mudas de Ochroma pyramidale (Cav. Ex Lam) Urb.,
com aproximadamente um més de idade e 15 cm de altura em média. Durante a realizacdo do
experimento as plantas sofreram interferéncias das condigdes ambientais as quais foram
submetidas, por isso, foram registradas as variag0es diurnas da Tar (30,9°; UR (78%) e RFA
(626 pmol m™ s™).

As mudas foram mantidas em vasos com capacidade de 10L, nas dimensbes de 0,30m de
altura e 0,3m de didmetro, sendo preenchida completamente com os substratos latossolo
amarelo distrofico e esterco bovino curtido na propor¢do 3:1 respectivamente, sobre uma
camada de 0,02 m de pedras/britadas para facilitar a drenagem da agua.

No periodo de trés meses antes do experimento foram aplicados 600mL de solucdo nutritiva
completa (Hoagland & Arnon, 1950) sendo para cada més 200mL de solugédo, foram
realizadas irrigacOes diariamente para ser mantido o solo na capacidade de campo, sendo
efetuada a pesagem do conjunto vaso/planta periodicamente, para reposi¢cdo da agua
evapotranspirada, conforme diferenca de peso. A capacidade de campo do substrato foi
estimada, em laboratério, de acordo com o método de coluna de solo apresentada por
Fernandes & Sykes (1968).

As plantas foram submetidas a trés regimes hidricos [irrigado (controle), deficiéncia hidrica
(suspensdo total da irrigacdo no inicio do experimento) e alagamento (mantido uma lamina de
5 cm de &gua acima do solo), em um intervalo de doze dias.

Durante o periodo experimental as “plantas controles” foram irrigadas diariamente para repor
a agua perdida, sendo feita individualmente para cada vaso, levando-se em consideracdo as
pesagens diarias do conjunto (vaso + planta + solo). Também foi realizado o controle de
plantas daninhas por meio de monda, ndo houve ocorréncia de deficiéncia nutricional e nem
ataque de pragas e patogenos.

Para as realizacOes das analises as amostras foram coletadas do segundo ou terceiro par de
folnas maduras a partir do apice, entre 9:00 e 11:00 h, e imediatamente congeladas
(aproximadamente -20°C) para posteriores analises bioguimicas. Apds a coleta de amostras

citadas acima, todas as plantas foram irrigadas ao final da tarde e, na antemanha seguinte, 12

54



horas apds a retomada da irrigagdo, 0 ¥, foi novamente determinado, as trocas gasosas
avaliadas e as amostras foliares coletadas, conforme descrito anteriormente.

Dados meteoroldgicos

As médias de temperatura (Tar) e umidade relativa do ar (UR) foram registradas através de
um termohigrometro (mod. 5203, Incoterm, RS, Brasil). A partir dos dados de Tar
(registradas em termdmetro bulbo seco e umido) e da temperatura foliar (Tfol), o déficit de
pressdo de vapor d’agua entre folha e atmosfera (AW) foi estimado de acordo com Landsberg
(1986).

Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
(3x4), representado por trés condi¢des hidricas: (controle, deficiéncia hidrica e alagamento) e
quatro periodos de avaliacdo (0, 4, 8 e 12 dias), com 5 repetices, totalizando 60 unidades
experimentais, sendo cada unidade composta de uma planta/vaso.

Potencial hidrico antemanha

Foi determinado entre 4:30 e 5:30 h, por meio de uma bomba de pressédo do tipo Scholander
(m670, Pms Instrument Co., Albany, USA), conforme descrito por Pinheiro et al., (2007).
Foram utilizados como amostras, foliolos maduros e completamente expandidos do segundo
ou terceiro par de folhas a partir do apice, destacados com auxilio de uma Iamina de barbear,
armazenados em sacos de polietileno umedecidos e transportados sob gelo até o laboratério
para as analises, em um tempo maximo de 60 minutos, sendo cada amostra constituida de um

foliolo.

Analises bioquimicas
As analises bioguimicas foram realizadas no laboratoério de Fisiologia Vegetal, localizado no
campus da UFRA, Capitdo/ Poco, PA.

Determinacdo das concentracdes de nitrato

Foram pesados 50 mg das folhas e das raizes previamente liofilizadas, e adicionadas em tubos
de ensaio contendo 5,0 mL de &gua destilada, e estes incubados em banho-maria por 30
minutos a 100 °C. Em seguida, este quantitativo foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos
e retirado o sobrenadante. A reacdo foi preparada em tubo de ensaio contendo 100 pL do
extrato + 200 pL de solucdo de acido salicilico 5 % (p/v), em &cido sulfrico concentrado.
Ap0s vigorosa agitacdo em agitador do tipo vortex, foram adicionados lentamente dentro do
tubo 4700 uL de NaOH 2 N. Em seguida, deixados em repouso até atingirem a temperatura
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ambiente por cerca de 20 minutos. AplGs este processo, foram feitas leituras em
espectrofotdbmetro na absorbancia de 410 nm. O branco foi feito usando no ensaio &gua
deionizada em substituicdo ao extrato. A concentracdo de nitrato foi obtida a partir de uma
curva padrdo com concentracfes crescentes de NO3™ (0, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ¢ 5,0 umol mL"
1. Os resultados foram expressos em mmol de NOs". kg™ MS de tecido. O método utilizado
foi o de (CATALDO et al., 1975).

Determinacao da atividade da redutase do nitrato

Foram pesados, aproximadamente, 200 mg de discos das raizes e das folhas de 0,5 cm de
diametro. As amostras foram colocadas em tubos de ensaio, contendo 5 mL do tampao fosfato
0,1 M, pH=7,5; contendo isopropanol 1% (v/v), KNO3 mM) e estes cobertos com papel
aluminio (tratamento escuro). Em seguida, os tubos foram evacuados com o auxilio de uma
bomba de vécuo, durante 2 minutos. Por seguinte, os tubos foram colocados em “banho-
maria” a 30 °C, por 30 minutos, na auséncia de luz. Em tubos de ensaio tipo pirex, foram
adicionados aliquotas de 1 mL de tampdo fosfato + 2 mL do extrato diluido + 1,0 mL de
sulfanilamida 1% + 1,0 mL de N-1-naftiletilenodiamina dicloridrato (NNEDA) 0,02%,
totalizando um volume final de 5 mL. Em seguida, os tubos foram deixados em repouso por
15 minutos. A leitura foi no espectrofotémetro a 540 nm contra o branco (3,0mL de tampéo
fosfato + 1,0 mL de sulfanilamida 1% + 1,0 mL de NNEDA, 0,02 %). O resultado da
atividade da redutase do nitrato foi estimado através da producdo de NO,™ no meio de reagio,
sendo expressa em pumoles de NO,™. g MF™. h™, a partir de uma curva-padréo obtida com
KNO; p.a (Sigma). O método empregado foi 0 método in vivo preconizado por (HAGEMAN;
HUCKLESBY, 1971).

Concentrac@es de amonio livre

Foram pesados 50 mg de massa seca (MS) das raizes e das folhas em pd, e colocados em
tubos de ensaio de 15 mL, adicionando-se 5 mL de agua destilada e levados ao banho-maria
por 30 min a 100 °C. Apés a extracdo as amostras foram centrifugadas em centrifuga de
bancada (1000 rpm) e os sobrenadantes coletados para obtencdo do extrato total. Nos tubos de
ensaio foram acrescentados 400 pL de extrato total + 2,5 mL da solugdo A (5 g de fenol +
0,025 g de nitroprussiato de sddio/ 500 mL de agua destilada) e homogeneizado em vortex,
acrescentando mais 2,5 mL da solucdo B (2,5 g de NaOH + 12,6 mL de hipoclorito de sédio/
500 mL de agua destilada) e foram agitados novamente em vortex, levando-os ao banho-

maria por 20 min a 37 °C. Apds esse periodo foram removidos do “banho-maria” e deixados
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em repouso por 40 min, em seguida, levados para fazer a leitura no espectrofotdmetro a 625
nm e usando-se agua destilada (em substituicdo ao extrato) + reagentes como branco. As
concentracdes de amonio livre foram estimadas a partir da curva-padrdo construida com
(NH,),S04 p.a (Sigma). Os resultados foram expressos em mmol de NH4*/ kg de MS. Para
isso utilizou-se 0 método descrito por (WEATHERBURN, 1967).

Atividade da glutamina sintetase

Adicionou-se 0,2 g de massa seca das raizes e das folhas em p6 em 5 mL (2mL + 2 mL +
1mL/ 2 minutos cada) de tampé&o de extracdo TRIS-HCI 25 mM, pH 7,6, contendo : 10 mM
de MgCl,.6 H,O + 10 mM de B-2-mercaptoetanol + PVP 5% (p/v) + 5 mM de EDTA-Na.
Depois de trituradas, foram filtradas em pano fino de seda e centrifugadas a 30.000 g (21.000
rpm), em centrifuga refrigerada a 0° - 4 °C, por 30 minutos. O sobrenadante foi congelado
para posterior analise. A reacdo foi preparada em tubo de ensaio, com 600 uL de tampdo de
reacdo TRIS-HCI 0,25 M, pH 7 + 200 uL de glutamato de sédio 0,3 M, pH 7 + 200 pL de
ATP 30 mM, pH 7 + 200 pL de Mg SO4 . 7 H,O 0,5 M + 500 pL de extrato de folhas + 200
uL de solugéo de hidroxilamina (NH; OH 1,0 M + NaOH 1,0 M na proporgdo 1:1). Foi
misturado rigorosamente, em vortex e incubado em banho-maria a 30 °C, por 30 minutos. Em
seguida, removeram-se 0s tubos do banho-maria e adicionou-se 500 uL de solucdo férrica
FeCl; . 6 H,O 10 % (p/v) em HCI 0,2 M + A&cido tricloroacético (TCA.) 24 % (p/v) + HCI
50 % (v/v) na proporcdo 1:1:1 ] e centrifugado em centrifuga de mesa a 7.000 g, durante 10
minutos. A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 540 nm, usando-se agua destiladas +
reagentes (exceto solugéo de hidroxilamina) como branco. A atividade da glutamina sintetase
(GS) foi determinada a partir da curva padréo de y-glutamil-hidroximato e os resultados foram
expressos mmoles de y-glutamil-hidroximato / kg MS de tecido/hora. A atividade da
glutamina sintetase foi determinada pelo método “in vitro” segundo (KAMACHI et al.,
1991).

Concentracfes de aminoéacidos soluveis totais
Foram pesados 50mg das folhas e das raizes, e colocados em tubos de ensaio com 5mL de
agua deionizada, fechados hermeticamente e incubados em banho-maria a 100 °C, durante 30
minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 6.000 xg, por 10 minutos. Apos a
extracdo o sobrenadante foi coletado e desenvolvido a reacdo para dosagem dos aminoacidos.
Aliquotas de 0,1 mL do extrato foram colocadas em tubos de ensaio e acrescidas de 0,4 mL de
4gua mille-Q. Em seguida 0,250mL de uma solugdo tamponada, pH 5,0, contendo 0.2 mol.L™
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de citrato; 0,250 mL do reagente de ninhidrina (KCN 0,1 mmol.L™ e ninhidrina 5% em
methoxy etanol) foi adicionado. Ap6s misturar bem em vortex os tubos foram hermeticamente
fechados e colocados em “banho-maria”, no qual permaneceram pelo tempo de 15 minutos a
temperatura de 100° C. Em seguida, a reacdo foi interrompida em banho de gelo, momento
em que foram adicionados 1,5 mL de uma solucdo de etanol 50% (v/v). Apds os tubos
permanecerem por 20 minutos em temperatura ambiente e em seguida, efetivadas leituras em
espectrofotbmetro, a 570nm, sendo os teores de aminoacidos livres totais, determinado com
base em uma curva padrdo ajustada a partir de concentracGes crescentes de uma mistura
padronizada de L — glutamina. A concentracdo de aminoacidos livres totais (AALT) foi
determinada segundo método descrito por (PEOPLES et al.,1989).

Determinacdo das concentracdes de proteinas solUveis totais

Foram colocados em tubos de ensaio de 15 mL 100 mg de p6é da matéria seca das raizes e das
folhas em 5,0 mL do tampéo de extracdo (Tris-HCI 25 mM pH 7,6). Em seguida os tubos,
devidamente lacrados, ficaram sobre o processo de agitacdo durante 2 horas no “shacker”.
Ap0s esse processo, os tubos foram centrifugados em centrifuga de bancada (2000 rpm por 10
minutos). Em seguida, foram colocados nos tubos de ensaios 100 uL do sobrenadante apos a
centrifugacdo + 2,5 mL do reagente de Bradford. Apds este processo os tubos manualmente
foram agitados delicadamente (para ndo desnaturar as proteinas). Com 15 min de repouso as
leituras foram realizadas no espectrofotdmetro a 595 nm, contra o branco que encerra 100 uL
de agua + 2,5 mL do reagente de Bradford. As concentracdes de proteinas solUveis totais
foram estimadas a partir da curva-padrdo construida com soro albumina bovina p.a (Sigma).
Os resultados foram expressos em mg proteina/ g MS. As concentracGes de proteinas sollveis
totais foram determinadas segundo o método de (BRADFORD, 1976).

Determinacao dos teores de Prolina

Os teores de prolina foram determinados de acordo com Bates et al. (1973). A extracdo foi
realizada a quente (em banho-maria a 100 °C, por 30 min), homogeneizando-se as amostras
em 5 mL de &gua destilada. Apds centrifugacdo a 700 g, por 20 min, o sobrenadante foi
coletado e deste utilizado uma aliquota de 1 mL para a quantificacdo de prolina, iniciada pela
adicdo de 1 mL de ninhidrina &cida e 1 mL de &cido acético glacial 99,5%. A mistura foi
agitada e incubada a 100 °C por 1 h. As amostras foram resfriadas em banho de gelo e a elas
adicionadas 2 mL de tolueno para a separacao das fases. A fracdo contendo grupo cromoforo

foi coletada e a absorvancia (ABS) determinada a 520 nm emespectofotémetro UV-Visivel
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(mod. GenesysTM 10series, Marca Thermo Electron Corporation, Wisconsin, USA). A
concentracédo de prolina foi determinada por meio de uma curva de calibracdo de prolina e o

resultado expresso em mmoL prolina g™ de matéria seca (MS).
Determinacéao dos teores de glicina betaina

Foi determinada segundo o método de Grieve e Grattan (1983). As amostras foram maceradas
em 2 mL de &gua destilada sob agitagdo constante, a temperatura ambiente, por um periodo de
4 horas, seguindo de centrifugacdo a 3.500 g por 10 minutos, a 25 °C. O sobrenadante foi
coletado ¢ dele retirado uma aliquota de 250 pL para a quantificagcdo de prolina. Para isso,
250 pL de acido sulfurico concentrado foram adicionados a cada amostra, seguindo de
incubagdo em banho de gelo por 1 hora. Apds esse tempo, 200 uL de iodeto de potassio (a
aproximadamente 8°C) foram adicionados e a mistura incubada por 16 horas a 0 °C. As
amostras foram centrifugadas a 3.500 g, por 15 minutos a 0°C, e o residuo coletado. Este foi
lavado por duas vezes em 2 mL de acido sulfarico 1 N (a aproximadamente 8°C), apds
centrifugacgdo a 3.500 g, por 5 minutos a 0 °C, o precipitado foi dissolvido em 3 mL de 1,2-
dicloroetano, por meio de agitacdo vigorosa. Apés 2,5 horas de repouso, a ABS das amostras
foi obtida a 365 nm e para os calculos foi utilizada uma curva padréo de glicina - betaina. Os
resultados foram expressos em mg glicina — betaina g MS.

Analises dos dados estatisticos

Os resultados experimentais foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Foram realizadas
analises de regressdo nas variaveis, cuja significancia foi averiguada pelo teste-F (P < 0,05).
Sendo as analises estatisticas realizadas usando-se o programa SWNTIA (EMBRAPA,
Campinas-SP, 1995). Os modelos de regressdao que melhor relacionaram ao comportamento

das variaveis foram polinomiais de 2° ordem e funcéo logaritmica.

Concluséo

Diante das respostas fisiologicas e bioguimicas, apresentadas pelas mudas de Ochroma
pyramidale, as mesmas sugerem que podem ser capazes de responder favoravelmente a um
curto periodo de tempo de deficiéncia hidrica (12 dias) sob condi¢des experimentais em casa

de vegetacgéo;

Os teores foliares de prolina e glicina-betaina foram maiores nas plantas sob deficiéncia

hidrica, indicando uma possivel ocorréncia de ajuste 0smotico nessa espécie.
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Figura 1- Potencial hidrico antemanh@ em plantas jovens de Ochroma pyramidade. Médias
seguidas pela mesma letra maidscula ou minuscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam estatisticamente entre as condicOes

hidricas e as letras minudsculas entre os periodos de avaliacdo dentro de cada tratamento.
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Figura 2- Teores de nitrato (2A), Atividade da redutase do nitrato (2B), Teores de amdnio

livre (2C), Atividade da glutamina sintetase (2D) em plantas jovens de Ochroma pyramidade.
Meédias seguidas pela mesma letra maitscula ou minuscula, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam estatisticamente entre as

condicdes hidricas e as letras minusculas entre os periodos de avaliagdo dentro de cada

tratamento.
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Figura 3- Aminoéacidos sollveis totais (3A), Proteinas sollveis totais (3B), Teores de prolina
(3C), Teores de glicina betaina (3D) em plantas jovens de Ochroma pyramidade. Médias
seguidas pela mesma letra maitscula ou mindscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam estatisticamente entre as condicOes

hidricas e as letras minusculas entre os periodos de avaliacdo dentro de cada tratamento.
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