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RESUMO

A faveleira ¢ uma arborea, pioneira exclusiva das matas xerdfilas do Nordeste brasileiro e
devido as suas caracteristicas de resisténcia a seca e seus multiplos usos pelas comunidades
do semidrido nordestino, a espécie ¢ indicada para plantios em lavouras xerofilas. A espécie
possui tricomas urticantes que dificultam seu manuseio, mas, poucos individuos sem tricomas
ocorrem na natureza € podem ser utilizados para a melhor exploracdo dos potenciais da
espécie. Os mecanismos de tolerancia utilizados pela faveleira t€ém sido alvo de pesquisas e
geram informagdes importantes para programas de melhoramento. O objetivo desta pesquisa
foi avaliar respostas adaptativas de tolerancia, sobretudo o ajustamento osmoético ocasionado
pelo acamulo de solutos compativeis e as alteragdes dos sistemas de defesa antioxidante em
plantas de faveleira com e sem tricomas submetidas ao déficit hidrico. Para tanto, foram
consideradas duas abordagens: o efeito de solutos compativeis e as respostas das plantas ao
estresse oxidativo durante o crescimento inicial. O experimento foi realizado em casa de
vegetacdo na UFRPE. Mudas de faveleira com e sem tricomas foram cultivadas sob dois
regimes hidricos: rega a 80% da capacidade de pote (controle - C) até 105 dias e suspensdo de
rega (SR) até 60 dias com posterior reposicao de rega a 80% da capacidade de pote até o 105°
dia apos inicio dos tratamentos. O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 2 x 2 (dois fendtipos e dois regimes hidricos). Na primeira abordagem foram
avaliados altura da planta, didmetro do coleto e numero de folhas emitidas a cada 15 dias e
calculada a taxa de crescimento absoluto (TCA). Nesta pesquisa, para averiguar o cumulo de
solutos compativeis e seus efeitos, aos 60 e 105 dias foram avaliados potencial osmotico (‘'s)
e teores dos solutos compativeis, carboidratos soliiveis totais, sacarose, prolina e glicina
betaina. O déficit hidrico provocou reducdo no crescimento. A suspensdo da rega provocou
também a diminui¢do da emissdo de folhas, a qual demonstrou ser a varidvel mais sensivel
aos efeitos do déficit hidrico. A faveleira adotou como estratégia de tolerancia o ajuste
osmotico, o que foi evidenciado pela diminui¢do do Ws e elevacdo do acumulo de solutos
compativeis no tratamento SR. A espécie demonstrou ser acumuladora de glicina betaina,
uma vez que foi observado o acimulo do composto nas plantas expostas ao deficit hidrico.
Para os estudos acerca do estresse oxidativo, foram avaliadas biomassa seca da parte aérea e
das raizes, teor relativo de agua (TRA), percentagem de extravasamento de eletrolitos (EE),
percentual de integridade absoluta de membrana (PIA), teores dos pigmentos
fotossintetizantes, clorofilas “a” (Cloa) e “b” (Clob) e -carotendides (Car), teor de
malondialdeido (MDA), teor de peroxido de hidrogénio (H,O;) e as atividades das enzimas
superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT). O decréscimo
nas relagoes Cloa/b, no TRA e no PIA e elevagao no EE e nos teores de H,O, ¢ MDA
indicaram a ocorréncia de estresse oxidativo nas plantas expostas ao déficit hidrico. A
elevagao nos teores de carotenoides e nas atividades enzimaticas da SOD, APX e CAT nas
plantas sob estresse hidrico demonstram a ativagdo da defesa contra o estresse oxidativo
nestas plantas. A utilizagdo do ajustamento osmotico através do acumulo de solutos
compativeis e a ativa¢ao dos sistemas de defesa antioxidantes ndo enzimaticos e enzimaticos
foram estratégias adotadas pela faveleira como estratégias de tolerancia ao estresse hidrico
independente da presenga de tricomas na espécie.

Palavras-chave: Ajustamento osmético, Enzimas antioxidantes, Faveleira



ABSTRACT

Faveleira is an arboreal species, an exclusive pioneer of the xerophilous forests of Brazilian
Northeast. Due to its characteristics of resistance to drought and multiple uses by
communities of the northeastern semi-arid region, the species is indicated for plantations in
xerophilous cultivation. The faveleira has stinging trichomes that hinder its handling, but few
individuals without trichomes occur in nature and can be used to better exploit the species'
potentials. The tolerance mechanisms used by the faveleira have been the subject of
researches that generate important information for breeding programs. Thus, the aim of this
research was to evaluate adaptive tolerance responses, mainly the osmotic adjustment caused
by the accumulation of compatible solutes and the alterations of the antioxidant defense
systems in faveleira plants with and without trichomes submitted to water deficit. For this,
two approaches were considered using the two phenotypes: the effect of compatible solutes
and the plant responses to oxidative stress during initial growth. The experiment was carried
out in a greenhouse at UFRPE. Faveleira seedlings with and without trichomes were
cultivated under two water regimes: watering at 80% of the pot capacity (C - control) up to
105 days and irrigation suspension (SR) until 60 days and later watering replacement at 80%
of the pot capacity until the 105th day after starting the treatments. The statistical design was
completely randomized in factorial arrangement (two phenotypes and two water regimes).
The first approach was to evaluate plant height, stem diameter and number of leaves emitted
every 15 days, and the absolute growth rate (TCA) was calculated. In this research, to
evaluate the accumulation of compatible solutes and their effects, at 60 and 105 days, the
osmotic potential (Ws) and the contents of the compatible solvents total soluble carbohydrates,
sucrose, proline and glycine betaine, were evaluated. The water deficit caused a reduction in
growth. The suspension of irrigation also caused a decrease in leaf emission, which proved to
be the most sensitive variable to the effects of the water deficit. The faveleira adopted as a
tolerance strategy the osmotic adjustment which was indicated by decrease of Ws and
elevation of the accumulation of compatible solutes in the SR treatment. The species was
shown to be glycine betaine accumulator, since the accumulation of the compound in plants
exposed to the water deficit. For the studies on oxidative stress, dry shoot and root biomass,
relative water content (TRA), percentage of electrolyte extravasation (% EE), percentage of
absolute membrane integrity (PIA), pigment contents Photosynthesizers, chlorophyll a (Chla)
and b (Chlb) and carotenoids (Car), malondialdehyde content (MDA), hydrogen peroxide
(H20;) content and enzyme activities superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase
(APX) and catalase (CAT). The decrease in Cloa / b, TRA and PIA ratios and elevation of EE
and H202 and MDA levels indicated the occurrence of oxidative stress in plants exposed to
water deficit. The elevation carotenoids levels and in the enzymatic activities of SOD, APX
and CAT in plants under water stress demonstrate the activation of the defense against
oxidative stress in these plants. The use of osmotic adjustment through compatible solutes
accumulation and activation of non enzymatic and enzymatic antioxidant defense systems
were strategies adopted by faveleira as stress tolerance strategies independent of the presence
of trichomes in the species.

Keywords: Osmotic adjustment, Antioxidant enzymes, Faveleira.
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1 INTRODUCAO GERAL

Cnidoscolus quercifolius Pohl é uma Euphorbiacea arborea xerodfita, pioneira e de
rapido crescimento capaz de vegetar em solos secos, sob baixos indices pluviométricos por
longos periodos e estd frequentemente exposta a fortes irradiacdes em ambientes semidridos
(DUQUE, 2004; MELO; SALES, 2008). A faveleira, como ¢ conhecida em quase todo o
Nordeste brasileiro, representa grande potencial econdmico, social e ecolégico para a regido
semidrida, onde se destaca por sua multiplicidade de usos. Neste contexto, a espécie apresenta
potencial etnomedicinal, energético (BELTRAO; OLIVEIRA, 2007; MELO-BATISTA;
OLIVEIRA, 2014), alimenticio e forrageiro (BELTRAO; OLIVEIRA, 2007; SOUZA et al.,
2012).

A presenga de tricomas urticantes na faveleira pode dificultar o manuseio ¢ a
utilizagcdo da sua matéria fresca como forragem, limitando a exploragdo dos seus potenciais
(MELO; SALES, 2008). Alguns individuos sem tricomas, entretanto, sdo encontrados em
baixa frequéncia em populagdes nativas e podem favorecer a exploragdo dos potenciais da
espécie. Nesta perspectiva, a introdugdo da faveleira com e sem tricomas como lavoura
xerofila e o aumento da frequéncia génica do carater sem tricomas sdo apontados como
alternativas para a melhor exploracao do potencial agronomico da espécie (CANDEIA et al.,
2010; ALOUFA MEDEIROS et al.,, 2016) e para a sua insercio em programas de
melhoramento de plantas ¢ importante que se tenha o conhecimento a respeito das estratégias
utilizadas pela espécie frente a escassez hidrica.

Devido a importancia da faveleira, algumas pesquisas tém sido realizadas na tentativa
de ampliar os conhecimentos acerca das estratégias de tolerdncia utilizadas pela espécie
(SILVA et al. 2005; ARRIEL et al. 2006; OLIVEIRA et al. 2014; MEDEIROS et al. 2013). O
interesse pelas vantagens da faveleira sem tricomas também tém incentivado a realizacdo de
pesquisas envolvendo esse fendtipo (VIANA; CARNEIRO, 1991; RIBEIRO-FILHO et al.
2007; SALES et al. 2008; CANDEIA et al. 2010; CAVALCANTE; BORA, 2010;
CAVALCANTI et al. 2011; OLIVEIRA et al. 2012). No entanto, as pesquisas sobre a
tolerancia da faveleira ao estresse, principalmente a do fendtipo sem tricomas ainda sdo
escassas.

Na regido semidrida brasileira, as condi¢des climaticas sdo representadas pelo clima
tropical seco, onde a evaporacdo excede a precipitacdo e ocorrem chuvas sazonais em baixa
frequéncia e curtos periodos em anos alternados. Esses fatores promovem a baixa
disponibilidade hidrica na regido e t€ém sido agravados pelas mudancas climaticas decorrentes
do acimulo de gases de efeito estufa na atmosfera. Contudo, a vegetacdo predominante neste
ambiente possui caracteristicas adaptativas de tolerancia a seca e apresentam alto grau de
xerofitismo (FRANCISCO, 2013; SILVA et al., 2014; MORAIS et al., 2015; FELLER,
2016).
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Os mecanismos de tolerancia ao estresse em plantas envolvem modificagdes tanto no
desenvolvimento e nas taxas de crescimento, como respostas fisiologicas das plantas e
culminam em alteragdes no metabolismo celular. A producdo de compostos osmorreguladores
¢ um exemplo de resposta fisioldgica que envolve alteragdes bioquimicas no metabolismo
celular de plantas expostas ao estresse. Um dos mecanismos fisioldgicos mais eficazes no
enfrentamento de plantas ao estresse hidrico, o ajustamento osmotico ocorre através do
acumulo de solutos compativeis com o metabolismo celular tais como agucares soluveis,
prolina, glicina betaina, entre outros. Este processo evita a perda de agua por aumentar o
potencial osmético da célula, promovendo assim, a homeostase osmotica (WANI et al., 2013;
VAN-DEN-ENDE; EL-ESAWE, 2014; SAMI et al., 2016).

Além da osmorregulacdo, os solutos compativeis podem exercer outras fun¢des como
¢ o caso da glicina betaina a qual apresenta fun¢cdo de protecdo de membranas e de
macromoléculas ¢ na defesa contra o estresse oxidativo (GIRI, 2011; ROYCHOUDHURY;
BANERIEE, 2016). Neste sentido, algumas plantas sdo classificadas como acumuladoras de
glicina betaina como caracteristica de tolerancia a estresses abioticos (WANI et al., 2013). A
prolina também exerce outras fungdes envolvidas com a tolerancia ao estresse hidrico, como
estabilidade de estruturas protéicas e eliminagdo de radicais livres (HOSSAIN; et al., 2014 ;
KISHOR et al., 2015; KHAN et al., 2015; DAWOOD, 2016).

A exposicdo de plantas ao déficit hidrico pode resultar em perturbagdes em
componentes celulares, as quais sdo provocadas pelo desequilibrio entre a geracao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a producdo de compostos antioxidantes. ROS como oxigénio
singleto ('0,), radical superoxido (O,”), perdxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila
(HO"), sdo capazes de provocar estresse oxidativo, o qual carcateriza-se por danos oxidativos
em macromoléculas e estruturas celulares (CAVERZAN et al., 2016).

Para evitar ocorréncias de danos oxidativos, as plantas sdo capazes de ativar o sistema
de defesa enzimatico através de alteragdes nas atividades de enzimas como superdxido
dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6), ascorbato peroxidase (APX, EC
1.11.1.1), glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2), as peroxidases (POD, EC 1.11.1) e nao
enzimatico pela regulacdo de compostos como glutationa (GSH), acido ascorbico (AsA), a-
tocoferol (vitamina E), carotendides entre outros (SOFO, et al., 2015; CAVERZAN et al.,
2016). Assim, os niveis de produtos do estresse oxidativo como MDA e a avaliagdo do
balango entre os niveis de ROS e as atividades das enzimas do sistema antioxidante
representam importante ferramenta para entender as resposta das plantas em defesa do
estresse oxidativo. Diante do exposto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar respostas
adaptativas de tolerancia, sobretudo o ajustamento osmotico ocasionado pelo actiimulo de
solutos compativeis e as alteragdes dos sistemas de defesa antioxidante, em plantas de

faveleira com e sem tricomas submetidas ao déficit hidrico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas botanicas e importancia socioeconémica da faveleira

C. quercifolius Pohl pertence a familia Euphorbiaceae, subfamilia Crotonoideae e
género Cnidoscolus, o qual possui nimero de cromossomos n = 18 ou 2n = 36 (MELO;
SALES, 2008). Conhecida como faveleira em grande parte do Nordeste, ¢ uma espécie
mondica e apresenta protoginia, um tipo de dicogamia que dificulta a autopolinizagdo, o que a
leva a ser considerada preferencialmente aldégama, embora possa conservar certo grau de
autocompatibilidade (SILVA et al., 2006). A inflorescéncia ¢ do tipo cimeiras axilares com
flores brancas e o fruto, do tipo capsula tricoca, ¢ deiscente e recoberto por tricomas
urticantes (MEDEIROS, 2013).

A faveleira pode apresentar-se como arbusto, arvoreta ou arvore e chega a alcancar
entre 8 a 12 m de altura. E uma espécie decidua, heliéfila, seletiva higrofita, pioneira e
exclusiva das matas xer6fitas do Nordeste brasileiro, onde ocorre com elevada frequéncia e
irregular dispersdo e consegue vegetar em areas de solo seco, pedregoso e sem hiimos, em
condi¢des pluviométricas abaixo de 600 mm anuais de precipitagdo e exposta a fortes
irradiagdes (DUQUE, 2004; MEDEIROS, 2013). Sua distribuicdo geografica abrange os
estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e
Bahia (MELO; SALES, 2008).

Dotada de grande resisténcia a seca, dentre outras espécies da Caatinga, a faveleira ¢
indicada para plantios em lavouras xerofilas, por possuir caracteristicas como acumulo de
reservas, sobrevivéncia aos anos de escassez hidrica e ainda assim, apresentar safras continuas
(DUQUE, 2004). Em plantios realizados em areas caracterizadas por altas intensidades de
aridez em meio a Caatinga, Medeiros (2013) ressalta a viabilidade da espécie para
repovoamento de areas degradadas com fins econdmicos.

O bioma Caatinga foi apontado pelo MMA (Ministério do Meio Ambiente) como area
prioritaria para a conservacdo da biodiversidade. O nivel de prioridade foi considerado com
base em trés critérios de importancia: social, econdmico e ambiental. O 6rgdo deu énfase a
necessidade do uso sustentavel do bioma, onde algumas espécies estdo listadas como alvo.
Neste contexto, a faveleira estd inserida como uma das espécies de alta prioridade, embora
muitas vezes o potencial que a espécie oferece nao seja bem aproveitado (PAREYN, 2010).
Assim, o aproveitamento dos potenciais socioecondmicos e ambientais da espécie ¢ apontado
como estratégia para promover o desenvolvimento sustentdvel do semiarido do Nordeste

brasileiro (ALOUFA; MEDEIROS, 2016).
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As espécies da familia Euphorbiaceae estdo entre as utilizadas com mais frequéncia
pelas comunidades na regido semidrida brasileira e destacam-se tanto pelos seus multiplos
usos como pela quantidade de espécies utilizadas, incluindo as do género Cnidoscolus
(CREPALDI, et al., 2016). Neste cenario, a faveleira estd inserida por apresentar potencial
etnomedicinal, energético, alimenticio e forrageiro, além de ser utilizada em construgdes
residenciais € como matéria prima para producdo de biodiesel (BELTRAO; OLIVEIRA,
2007; FERRAZ et al., 2012; SOUZA, et al., 2012; MELO-BATISTA; OLIVEIRA, 2014). A
faveleira apresenta riqueza nutricional caracterizada por altos valores proteicos € minerais em
varias partes da planta. As sementes, além de apresentarem riqueza proteica e nutricional,
também sdo ricas em carboidratos e delas ¢ extraido um 6leo comestivel com propriedades
comparadas com as do azeite de oliva (CAVALCANTI et al., 2009; CAVALCANTI; BORA,
2010; RIBEIRO-FILHO, et al., 2011).

Apesar dos multiplos usos pelas comunidades do semiarido brasileiro, a faveleira
possui uma caracteristica indesejavel que € a presenca de tricomas urticantes. Localizados em
quase todas as partes vegetativas e florais, os tricomas provocam fortes dores quando entram
em contato com a pele, podendo causar urticarias e até¢ desmaios (MELO; SALES, 2008).
Nessas estruturas estdo presentes também substancias antinutricionais que limitam o uso da
matéria fresca da faveleira como forragem (CANDEIA, et al, 2010). Assim, a auséncia de
tricomas pode facilitar o manuseio da planta possibilitando sua melhor utilizagdo e consumo.

Na natureza sdo encontrados alguns exemplares de faveleira sem tricomas, mas em
baixa frequéncia. Estes individuos podem ser aproveitados para a introdug¢do da cultura
através de programas de melhoramento visando o aumento da frequéncia do carater sem
tricomas em populacdes de polinizacdo aberta. Neste sentido, plantas de faveleira sem
tricomas sao indicadas para serem cultivadas isoladamente nessas populagdes, com o intuito
de obter sementes melhoradas para a auséncia do carater tricomas. As progé€nies dessas
populacdes podem ser utilizadas em programas de melhoramento para o aproveitamento de
outras caracteristicas e para ampliar o potencial so6cio-econémico da cultura através do seu
aproveitamento agricola (CANDEIA et al., 2010; ALOUFA; MEDEIROS, 2016).

Programas de melhoramento empregados em populagdes de cruzamento aberto,
objetivando o aumento da frequéncia génica de caracteres de interesse, impulsionam a
elevagdo da homozigose nas progénies, podendo gerar depressdo endogamica, fendmeno que
compromete o desempenho fisiologico em plantas. A depressao endogamica € caracterizada
pela perda de vigor de descendentes, ocasionada pelo cruzamento entre parentais
estreitamente relacionados e pode ocorrer por duas vias, ambas envolvidas com o aumento

nos niveis de homozigozidade: elevacdo do numero de alelos recessivos deletérios e
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diminui¢do de alelos que expressam vantagens heterozigoticas (CHARLESWORTH;
WILLIS, 2009).

Algumas pesquisas tém voltado a atencdo para o entendimento da tolerancia da
faveleira ao estresses hidrico e tém sido direcionada para auxiliar programas de melhoramento
da espécie. Em estudo acerca da tolerancia ao estresse hidrico e divergéncia genética de
faveleira, Arriel et al., (2006) constataram que a reducdo na disponibilidade hidrica afetou
negativamente todos os caracteres de crescimento, € que estes contribuem pouco para a
divergéncia entre familias de faveleira frente ao estresse. Oliveira et al. (2014), avaliando a
eficiéncia fotoquimica do fotossistema II e potencial hidrico em faveleira em periodos
chuvosos e secos na Caatinga, atrelaram o ajustamento osmotico utilizado pela espécie para
minimizar os efeitos da seca aos menores valores do potencial hidrico. Em investiga¢ao
realizada por Medeiros et al. (2013) acerca de estratégias de tolerancia a seca em faveleira, foi
enfatizada a resisténcia da espécie a intempéries do ambiente semiarido, devido a sua
capacidade de recuperar-se rapidamente mediante a ocorréncia de baixos indices

pluviométricos apods periodos de seca severa.

2.2 Estratégias de toleriancia ao estresse hidrico em plantas

O estresse biologico ¢ de definicdo ainda complexa na literatura. Lichtenthaler (1998)
refere-se ao termo “estresse” como uma disfuncdo no metabolismo, crescimento ¢
desenvolvimento de plantas, ocorrida por uma condi¢ao desfavoravel provocada por fatores
naturais ou antropogénicos. Ja Vince e Zoltan (2011) consideram o estresse um efeito adverso
na fisiologia ou uma disfuncdo metabdlica da planta, provocado por mudangas repentinas na
condicdo ambiental 6tima, o que pode chegar a provocar uma perturba¢do na homeostase
celular.

O desvio de determinada condi¢do d6tima pode também ndo resultar em estresse.
Segundo Soni et al. (2014), o estresse pode ser visto como uma alteragdo da condigao
fisiolodgica, causada por um desequilibrio provocado por fatores externos. Os autores também
consideram que a “tensdo” ¢ uma alteracdo fisica ou quimica provocada por algum tipo de
estresse e pode desencadear respostas que variam desde alteragdes na expressao de genes € no
metabolismo celular at¢ mudangas no crescimento e na produtividade das plantas. Assim, o
tipo de resposta desencadeada por plantas em condicdo de estresse pode ser definido de
acordo com a duragdo e a gravidade imposta pelo agente estressor (SONI et al., 2014).

Para se defender dos efeitos negativos causados pelo estresse hidrico as plantas

possuem adaptacdes envolvidas como trés estratégias: 1- escape a seca, estratégia utilizada
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para evitar a exposicdo ao estresse, na qual as plantas aceleram a reproducdo e o
desenvolvimento finalizando o seu ciclo de vida antes da chegada do periodo seco, garantindo
dessa forma a perpetuacdo da espécie; 2 - prevencdo da seca, utilizada para evitar a
desidratacao durante periodos transitorios de seca e pode ocorrer através da eficiéncia do uso
da 4gua, reducdo da transpiragdo, limitacdo do crescimento vegetativo e regulacdo do
crescimento radicular; 3 - tolerancia a seca, caracteristica presente em plantas para suportar as
condi¢des estressantes. Neste caso as plantas realizam altas atividades metabolicas quando
expostas a estresses moderados, e baixas sob estresse severo (KOOYERS, 2015). Neste
sentido, o ajustamento osmoético pelo acimulo de moléculas osmorreguladoras e a
autorregulacdo de enzimas de defesa antioxidante que agem na eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), representam modificagdes fisiologicas e metabolicas utilizadas
como estratégias de tolerancia ao estresse (KOOYERS, 2015; SIMOVA-STOILOVA, et al.,
2016).

O estresse hidrico ¢ comumente sentido pelas plantas, por longos ou curtos periodos
na natureza. Contudo, as plantas possuem mecanismos adaptativos em resposta ao estresse
que garantem seu crescimento e/ou sobrevivéncia durante a escassez de agua e sua posterior
recuperagdo. Neste caso, as plantas, como organismos sésseis, para evitar as intempéries do
ambiente necessitam adaptar-se por meio de mecanismos evolutivos eficazes para evitar ou
reduzir possiveis danos causados por tensdes provocadas por mudancas climaticas (ARVE et
al., 2011).

A tolerancia das plantas ao estresse refere-se a sua aptidao para enfrentar um ambiente
desfavoravel. Essa adaptagdo ao estresse ambiental ¢ refletida em uma gama de eventos
interligados que ocorrem em diferentes niveis de organizacdo, desde modificagdes
morfologicas até respostas que envolvem alteragdes no metabolismo celular (SALEHI-
LISAR; BAKHSHAYESHAN-AGDAM, 2016). Segundo Simova-Stoilova et al. (2016), o
desempenho global de plantas tolerantes a seca no inicio do estresse moderado, pode decair
mais do que o das plantas sensiveis, porém, a recuperacao do estresse nos genotipos tolerantes
pode ocorrer de forma mais rapida. Isso se deve ao decréscimo nas atividades fisiologicas
dessas plantas durante o estresse, evento que pode ampliar suas chances de sobrevivéncia
apos a fase do estresse.

Caracteristicas como alongamento e ramificagdo de raizes, assim como a sua
capacidade de adquirir e liberar nutrientes, podem ser consideradas como importantes
parametros de selegdo de plantas tolerantes ao estresse hidrico. A dinamica do crescimento
nas raizes em plantas tolerantes da-se de diferentes formas. Algumas espécies tolerantes

promovem o alongamento das raizes para melhorar a capta¢do de aguas profundas como
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resposta ao déficit hidrico. No entanto, algumas espécies podem nao alongar e até reduzir as
taxas de crescimento das raizes para uma melhor captagdo da agua presente nas camadas
superficiais do solo. Assim, a dindmica do crescimento das raizes em plantas tolerantes
depende de modificagdes climaticas durante o periodo de seca (SIMOVA-STOILOVA et al.,
2016).

Mudancas morfoldgicas e anatomicas nas folhas também estdo correlacionadas com o
estresse hidrico na maioria das espécies. Caracteristicas como, redu¢do no tamanho das folhas
e no numero de estOmatos, regulacao da abertura estomatica, espessamento das paredes
celulares de tecidos foliares, subdesenvolvimento de sistemas condutores, cutinizagdo da
superficie foliar, submersdo de estomatos, sdo exemplos de alteracdes morfoanatdmicas que
podem ocorrer em plantas como respostas a condigdes de estresse hidrico (LISAR et al.,
2012; SIMOVA-STOILOVA et al.,, 2016). Para resistir a dessecacdo, plantas tolerantes
podem desenvolver alteragdes estruturais relacionadas a sua capacidade para armazenar e
diminuir a perda de dgua, conhecida como eficiéncia do uso da agua. Assim, modificagdes
anatomicas como a presenca de ceras cuticulares na superficie foliar podem melhorar o uso da
adgua e amenizar a transpiracao, bem como prevenir fotoinibicdo através do aumento da
reflectancia foliar (DE-MICCO; ARONNE, 2012).

Em plantas expostas a condi¢des de estresse hidrico, o potencial hidrico e o turgor
celular podem sofrer redugdo suficiente para perturbar as fun¢des normais da célula. Quando
o estresse € resultante de uma perda moderada de dgua, pode levar ao fechamento estomatico,
limitando as trocas gasosas. A desidratacdo por perdas mais intensas de agua pode provocar
rupturas em estruturas celulares como membranas e afetar o seu metabolismo podendo
degradar enzimas e levar a neutralizagdo de importantes reagdes metabolicas até provocar
morte celular (SONI et al., 2014).

Essencial para a manutencdo da turgescéncia, a agua ¢ absorvida quando o potencial
hidrico da planta ¢ menor que o do solo (SILVA et al., 2014). A manutencdo da turgescéncia
celular através do ajustamento osmotico ¢ um dos mecanismos fisioldgicos mais eficazes em
plantas submetidas ao estresse hidrico. O acumulo de compostos osmorreguladores ou solutos
compativeis com o metabolismo celular evita a perda de 4gua por aumentar o potencial
osmotico da célula, promovendo assim, a homeostase osmotica através do equilibrio hidrico
entre o citosol ¢ o ambiente externo (WANI et al., 2013; VAN-DEN-ENDE; EL-ESAWE,
2014; SAMI et al., 2016). Estes compostos podem ser encontrados na natureza em varias
classes: agucares soluveis como sacarose, glicose e frutose, polidis como manitol e sorbitol,
aminodcidos como a prolina e composto quaternario de amonio, principalmente a glicina

betaina (DAWOOD, 2016; HELD, SADOWSKI, 2016; ROYCHOUDHURY; BANERIJEE,
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2016).

A glicina betaina ¢ um dos mais abundantes compostos quaterndrios de amodnio
acumulados em plantas superiores em resposta a estresses abidticos como o seca, alta
salinidade, temperaturas extremas, entre outros (WANI et al., 2013; ROYCHOUDHURY;
BANERIEE, 2016). O papel deste composto na tolerancia a estresses ¢ conhecido por duas
funcdes basicas, o ajustamento osmotico e a compatibilidade celular. No ajuste osmético, esta
envolvida com o efeito da concentracdo de solutos sobre a pressdo osmdtica, atuando na
absor¢ao da dgua do ambiente. Na compatibilidade celular, a 4gua presente na célula ¢ retida,
garantindo assim o funcionamento do metabolismo celular durante o estresse (GIRI, 2011).
Em plantas expostas ao estresse hidrico, a associagdo entre o acimulo de glicina betaina e o
decaimento de malondialdeido (MDA) indicou a atuacdo do composto na protecdo contra
danos de membranas (ROYCHOUDHURY; BANERIJEE, 2016).

Familias e géneros de plantas superiores podem ser classificadas como acumuladoras
ou ndo de glicina betaina (RODES; HANSON, 1993). Segundo Wani et al. (2013) algumas
espécies sdo capazes de elevar o teor de glicina betaina quando expostas a condig¢des de
estresse, outras sao conhecidas como baixo acumuladores de glicina betaina, como € o caso da
soja ¢ do arroz, as quais apresentam acimulo médio de 5 pmol g”' de matéria seca quando
expostas a condi¢des de estresse.

Em avaliacdo do acumulo de glicina betaina em espécies da familia Euophorbiaceae,
Blunden et al. (2003), observaram baixo conteudo do composto em algumas espécies e de
modo geral apontaram a familia como ndo-acumuladora do composto. No entanto, estes
autores obtiveram altos rendimentos de glicina betaina em duas espécies do género Jatropha
em sua pesquisa, o que indica que pode haver variagdes entre as espécies consideradas
acumuladoras ou nao de glicina betaina dentro da familia Euphorbiaceae.

Aplicagoes exodgenas de glicina betaina sdo indicadas para melhorar o desempenho
frente a estresses abioticos em culturas de folhas largas como tomate, feijdo e uva. Este tipo
de aplicacdo tem ampliado até 12 vezes o acumulo do composto, € pode melhorar a expressao
de caracteristicas envolvidas em mecanismos de tolerancia. O efeito destas aplicagdes
depende de fatores como espécie, estagio de desenvolvimento e tempo de aplicacao
(ROYCHOUDHURY; BANERJEE, 2016). A expressdo de genes responsivos ao estresse
como os que codificam enzimas atuantes na eliminagdo de ROS pode ser induzida pela
aplicacdo de baixos niveis de glicina betaina, bem como por plantas transgénicas melhoradas
para a sintese de solutos compativeis (SOFO et a., 2015).

Introducdes de genes de interesse tém sido realizadas, com vistas a promover a sintese

de solutos compativeis e melhorar a tolerancia de plantas ao estresse hidrico. Neste sentido,
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plantas transgénicas de véarias culturas de interesse como arroz, batata, tabaco, algoddo e
eucalipto foram beneficiadas e ampliaram sua capacidade de acumular glicina betaina apos
introgressao de gene que codificam proteinas envolvidas diretamente na sintese do composto
(WANTI et al., 2013; KHAN et al., 2015).

Em condigdes de estresse, a glicina betaina tem demonstrado também eficicia na
ativacdo da replicagcdo e da transcricdo do DNA por promover a fusdo das hélices, o que
facilita o acesso ao mecanismo de transcricdo de genes sensiveis ao estresse. Tanto a glicina
betaina como a prolina podem atuar também na desestabiliza¢ao da dupla hélice do DNA, por
serem capazes de reduzir o ponto de fusdo das hélices (ROYCHOUDHURY; BANERIJEE,
2016). Assim como a glicina betaina, o aumento no acumulo de prolina também tem sido
estimulado em plantas transgénicas (WANI et al., 2013).

Além da acao na osmoregulagdo, os solutos compativeis podem exercer também
fungdes eficazes em outros processos vitais em plantas sob estresses abidticos, como o
aumento da eficiéncia fotossintética através da prote¢cdo de membranas dos cloroplastos,
proteinas e de paredes e membranas celulares, promovendo assim, a permeabilidade e
estabilidade da organizagao celular, além de desempenhar importante papel na eliminacao de
ROS. Estas funcdes sdao possiveis devido a algumas propriedades como alta solubilidade,
polaridade e hidrofilicidade (DAWOOD, 2016; ROYCHOUDHURY; BANERJEE, 2016;
SAMI et al., 2016).

A prolina ¢ um dos 20 aminoacidos que compdem o codigo genético para formar
cadeias polipeptidicas constituintes das proteinas. O aminoacido ¢ codificado pelos cédons
CCA, CCU, CCG, os quais se baseiam na combinagdo das bases nitrogenadas citosina,
guanina, adenina e uracila. Diferente dos outros aminodacidos, a prolina possui na sua estrutura
uma amina secundaria, além de apresentar uma distinta estrutura ciclica que confere rigidez
na conformagdo de proteinas que possuem grande quantidade de prolina na sua composi¢ao
(VERA, 2008; KISHOR et al., 2015).

A prolina pode ser acumulada em plantas sujeitas a estresses osmoticos, como salinos
e hidricos. Dentre as fungdes primarias da prolina estd a neutralizagdo dos efeitos osméticos
provocados por estas tensdes através da osmorregulacdo. O composto atua também na
estabilidade de estruturas protéicas e na eliminagcdo de radicais livres e por ser um
aminoacido, serve como fonte de carbono e nitrogénio apo6s sua degradagdo (KHAN et al.,
2015). Contudo, a associacao do acumulo de prolina com a adaptagdao de plantas ao estresse
tem sido questionada em varias abordagens na literatura. Assim, acredita-se que haja
beneficios para a planta, com o aumento no teor do composto também na fase de recuperagao

do estresse (KAUR; ASTHIR, 2015; KISHOR et al., 2015; SAMI et al., 2016).
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As especificas propriedades quimicas da prolina, como sua natureza bipolar, pH
neutro, alta compatibilidade com o meio celular e extrema solubilidade, influenciam a
capacidade do aminoécido de exercer varias fungdes. Outro fator que influencia estas fungdes
¢ o local e o metabilismo da prolina. Neste caso, a sintese e o catabolismo da prolina ocorrem
em ciclos separados no cloroplasto e mitocondias respectivamente, cujo balango pode
depender da localizagdo desses metabolismos em diferentes tecidos da planta (KHAN et al.,
2015).

O acuamulo da prolina pode ocorrer em plantas sujeitas ou nao ao estresse, pois, além
de amenizar efeitos negativos gerados por condigdes adversas, este aminoacido pode exercer
importante papel no desenvolvimento das plantas uma vez que, tem participagdo primordial
na composicdo de muitas proteinas da parede celular e participa da transducdo de sinais em
plantas. Pesquisas envolvendo padrdes de expressdes genéticas sugerem que a sintese de
prolina ¢ elevada em tecidos fotossintéticos durante o estresse, enquanto o catabolismo ¢
reduzido nestes tecidos e aumentado nas regides meristematicas das raizes (KISHOR et al.,
2015; KHAN et al., 2015). A utilizagdo do actimulo de prolina como caracteristica para
monitorar o melhoramento de plantas para tolerancia ao estresse hidrico, associada a
caracteristicas radiculares, vem sendo alvo de pesquisas na cultura da soja. Neste contexto,
diferentes respostas genotipicas foram alcancadas e tém contribuido como informagdes
importantes para o melhoramento genético da cultura (MWENYE et al., 2016).

O metabolismo da prolina envolve diferentes organelas e ocorre através da via do
glutamato, na qual a biossintese da-se nos cloroplastos e no citosol e o catabolismo, nas
mitocondrias. Relatada como aminodcido multifuntional, a complexidade nas fungdes da
prolina se deve também ao fato da biossintese e degradagdo do composto serem realizadas em
diferentes compartimentos. Nos cloroplastos o aumento na taxa da biossintese da prolina esta
ligado a manuten¢do da homeostase redox pelo excesso do potencial de reducao quando a
cadeia de transporte de elétrons ¢ saturada em condi¢des de estresse. Ja nas mitocondrias, as
fungdes da prolina estdo relacionadas com a manutencdo da energia para retomar o
crescimento apos o estresse € envolve o seu catabolismo, o qual estd ligado a respiragao
oxidativa (KAUR; ASTHIR, 2015).

Alguns genes que codificam enzimas do metabolismo da prolina tém sido clonados e
sdo encontrados em diferentes tecidos de plantas. O P5CS2 ¢ altamente expresso em células
em células em divisdo, enquanto o P5CS/ ¢ expresso abudantemente em varias partes da
planta, mas nao em células que se encontram em processo de divisdo. Estes genes codificam

diferentes formas da pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS), enzima que atua na biossintese
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da prolina, onde catalisa a conversao do glutamato a pirrolina-5-carboxilato (PS5) a qual ¢
reduzida a prolina (KHAN et al., 2015; KISHOR et al., 2015).

O pré-tratamento com prolina pode reduzir a toxicidade por metais pesados, pois o
aminoacido estd associado a reducdao da concentragdo de ROS, além de funcionar como
hidrétropos (melhoria na solubilidade de espécies pouco soluveis em agua) compativeis com
proteinas, mantendo as relagdes NADP+/NADPH para equlibrar a acidez citoplasmatica
compativel com o metabolismo celular (KAUR; ASTHIR, 2015).

Em pesquisas que abordam melhorias na tolerancia a seca de Jatropha curcas, Yang et
al., (2015) atrelaram o ajustamento osmotico a elevagdo nas atividades tanto de uma enzima
envolvida na biossintese de glicina betaina, como das enzimas P5CS, glutamato
desidrogenase, arginase e ornitina aminotransferase, as quais participam de vias da biossintese
de prolina. Na ocasido, estes resultados foram refor¢ados pelo aumento na expressao de genes
P5CS. Os autores também consideraram a osmorregulacdo através do acumulo dos solutos
compativeis glicina betaina, prolina e agtcares soliveis, como fator chave na tolerancia da
espécie ao estresse hidrico.

Embora os solutos compativeis exercam fungdes osmorreguladoras e de protecdo em
membranas e paredes celulares em plantas sob estresse hidrico, estes compostos também
atuam na eliminag¢ao de ROS (HOSSAIN; et al., 2014; DAWOOQOD, 2016). Sofo et al., (2015),
associam a aplicacdo exogena de glicina betaina e prolina com a elevacdo de enzimas do
sistema antioxidante na eliminacao de ROS em defesa das plantas contra o estresse oxidativo.

Um dos principais motivos pelo qual o crescimento e o desenvolvimento de 6rgaos nas
plantas sdo afetados negativamente pela escassez hidrica ¢ a reducdo da sintese de
carboidratos devido a limitagdo da fixacdo de CO, na fotossintese. Mudangas nas
caracteristicas estomaticas como a regulacdo da abertura e fechamento dos estdomatos, o
aumento da densidade estomatica e a diminui¢ao do tamanho das células guardas, s3o umas
das principais respostas utilizadas como estratégia por plantas submetidas ao estresse hidrico
para evitar a perda de agua por transpiragdo (CHAI et al., 2016; JOHNSON, 2016). Em
resposta a essas condi¢des o fechamento estomatico ocorre por um rapido aumento nos niveis
do ABA endogeno, o que ¢ regulado por uma rede de transducao de sinais (OSAKABE, et al.,
2014; HSIE et al., 2016; DARYANTO et al., 2016).

Os baixos niveis de trocas gasosas e suas consequéncias na assimilagdo de CO, levam
a diminuicdo da fotossintese e pode refletir também em danos ao aparato fotossintético.
Nessas condi¢des algumas plantas utilizam modificagdes nos contetdos dos pigmentos
fotossintetizantes como estratégias de prote¢do do aparato fotossintético (ZARGAR et al.,

2017). Pigmentos fotossintetizantes sdo compostos organicos capazes de absorver energia
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luminosa ao longo do espectro de luz visivel, o qual se encontra na faixa de 400 a 700 nm e ¢
chamado de radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA). Clorofilas e carotendides sao
pigmentos envolvidos na fotossintese e podem absorver energia luminosa em distintos
comprimentos de ondas desde os mais energéticos (luz azul) até o menos energético (luz
vermelha) (KLUGE et al., 2015).

Os pigmentos fotossintetizantes sdo localizados em complexos proteicos, local
especifico de captacdo de energia luminosa, os quais se encontram nos fotossistemas (PS), um
conjuntos de proteinas integrais inseridos nas membranas dos tilacoides que representam o
sitio das reagdes luminosas da fotossintese. Neles sdo realizadas as reagdes luminosas da
fotossintese em dois locais, o complexo antenas, local especifico de captacdo de energia
luminosa, e o centro de reagdes. Em plantas, as clorofilas estdo presentes de duas formas:
clorofilas a e b. Durante a captagao de luz na fotossintese, os pigmentos acessorios clorofila b
e carotendides, exercem a fungdo de captacdo de energia luminosa e a clorofila @, além de
captar energia luminosa, participa da transferéncia de energia para as reagdes fotoquimicas
(KIM, et al., 2015; KLUGE et al., 2015; ESTEBAN et al., 2015).

Em plantas, pigmentos como clorofilas e carotendides tem participagdo primordial nos
processos de captagdo de energia luminosa para transforma-la em moléculas energéticas e
redutoras como ATP e NADPH as quais sdo utilizadas durante a fixagdo do CO, para a
producdo de fotoassimilados. Na primeira fase do processo fotossintético, conhecida como
etapa fotoquimica, a clorofila a ¢ requerida para receber a energia de excitagdo absorvida
pelos pigmentos acessorios nos complexos antena e iniciar a transferéncia de elétrons para
moléculas aceptoras no centro de reagdes do PS II, onde parte dessa energia ¢ utilizada na
fotoxidagdo da agua. O desbalanco entre os processos de captacdo e transmissdo de energia
luminosa pode acarretar em danos ao aparato fotossintético (KLUGE et al., 2015; KIM et al.,
2016).

O direcionamento da energia de excita¢do da clorofila a como ponto de partida para as
reagdes fotoquimicas ocorridas entre os PS II e I ¢ conhecido como dissipacdo fotoquimica.
Em plantas expostas a limitados conteudos de dgua no solo, as taxas de fixagdo de carbono
fotossintético diminuem enquanto a captagao de luz continua. Isso provoca um desequilibrio
nas reacdes de oxido-reducdo e os produtos gerados entre os PSII e I aumentando o estado de
excitacdo da clorofila, levando a formacgao de clorofila tripleto (Chl"). No estado tripleto a
clorofila pode transferir energia de excitacio para o O, e formar o oxigénio singleto (‘0,),
ROS causadora de estresse oxidativo. Neste caso, os carotenoides sdo capazes de prevenir a
formagdo do 102 (MORALES et al.,, 2014; ESTEBAN et al., 2015; TIAN et al., 2016;
ZARGAR et al., 2017).
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A relacao entre os contetdos de clorofilas a e b (Cloa/b) tem sido evidenciado como
resposta a estresses abidticos e seu decaimento pode estar associado a sintese da clorofila b a
partir da clorofila a, processo que ¢ estimulado por altos niveis de energia luminosa e ocorre
no ciclo da clorofila, onde envolve as enzimas clorofila @ oxigenase e clorofila b redutase na
presenca de NADPH (TRIPATHY; PATTANAYAK, 2012). A relacao (Cloa/b) pode estar
associada também ao aumento no tamanho do complexo de antenas do PSII, como alteragdes
resultantes de ajustamentos no aparato fotossintético em resposta a mudangas ambientais
(ESTEBAN et al., 2015).

Os carotenoides sao uma grande classe de isoprendides encontrada nos tecidos
fotossintetizantes das plantas, onde estdo diretamente ligados aos complexos antena dos PSI e
PSII nos tilacéides. Além da participagdo como pigmentos acessorios, onde absorvem luz nas
regidoes verde-azul do espectro de luz visivel, os carotendides exercem papel chave na
protecao dos processos fotoquimicos quando a extingao fotoquimica de energia luminosa nao
¢ eficiente. Nestas circunstancias, o excesso de energia da clorofila pode ser dissipado pelos
carotendides em forma de calor através de um processo conhecido como extingdo nao
fotoquimica. Dentre os carotenoides, o B-caroteno desempenha papel primordial na extingdo
da energia excedente da clorofila tripleto no complexo antena do PS II, impedindo assim a
geragdo do '0,, ROS com potencial para causar danos oxidativos em moléculas e estruturas

biolodgicas (JALEEL et al., 2009; DI-VALENTIN et al., 2016).

2.3 Estresse oxidativo por seca em plantas

ROS (reactive oxygen species) ¢ um termo empregado para designar moléculas que
possuem atomos de oxigé€nio reativos ou com potencial para reatividade (DEMIDCHIK,
2015). Durante as atividades de processos metabolicos aerdbicos das plantas a geracao de
ROS ocorre naturalmente em varios compartimentos como cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos. Contudo, o excesso destes compostos pode causar danos celulares e levar a
disfungdes metabolicas resultando em um estresse secunddrio conhecido como estresse
oxidativo. O estresse oxidativo acontece porque as ROS sdo formadas a partir da redugdo
parcial ou da excitagdo do oxigénio atmosférico, o que as torna reativas e consequentemente,
com potencial para causar oxidagdo em moléculas e componentes celulares como proteinas,
acidos nucléicos e membranas. Neste sentido, este tipo de estresse ocorre como resultado do
desequilibrio entre o acumulo de ROS e sua eliminacdo pela agdo de sistemas de defesa

antioxidante (DEMIDCHIK, 2015; INUPAKUTIKA et al., 2016; CAVERZAN et al., 2016).
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Plantas expostas a condi¢des extremas de estresse abiotico estdo sujeitas a sofrer
estresse oxidativo e as ROS mais encontradas em células vegetais nestas condi¢des sdo o
radical superoxido (0,7), o peroxido de hidrogénio (H,0,), o oxigénio singleto (‘0,) e o
radical hidroxila (OH?) (CAVERZAN et al., 2016; SIMOVA-STOILOVA, et al., 2016). A

geracdo de ROS pode ocorrer através da reducdo parcial do oxigénio molecular e dos
produtos resultantes deste processo, o qual ¢ conhecido como reducdo tetravalente do
oxigénio molecular a agua. A reducdo do O, com um elétron (univalente) que escapa da
cadeia de transporte de elétrons em cloroplastos e mitocondrias resulta na formagao do radical
superoxido (O, ) (Figura 1) (BHATTACHARIJEE, 2010; DEMIDCHIK, 2015;
INUPAKUTIKA et al., 2016).

Figura 1. Formagao de ROS pela redugdo tetravalente do oxigénio molecular a agua.

e- e- e- i
02\;> 02'_\;* Hzoz\—-> HO+ OH "— 2H,0

2H* 2H*

Em condigdes de déficit hidrico, o declinio nas taxas de assimilacao de CO, devido ao
fechamento estomatico, pode levar a baixos niveis de CO; interno e acarretar na diminuigao
da oxida¢ao do NADPH durante a etapa de fixacdo do CO, na fotossintese. Este evento tem
como consequéncia uma queda da geragdo de NADP' e quando isto ocorre, os elétrons da
ferredoxina, o qual seria utilizado para reduzir o NADP" no final da cadeia de transporte de
elétrons, migram para moléculas de O, presentes no estroma, formando o O,", numa reagdo
denominada “reagao de Mehler” (ROACH; KRIEGER-LISZKAY, 2014; CAVERZAN et al.,
2016; PUTHUR, 2016).

ROS podem ser formadas também pela transferéncia de energia de excitacdo da
clorofila tripleto para o O, formando 'O,. Em plantas sujeitas ao déficit hidrico, o 'O, é gerado
na etapa fotoquimica da fotossintese, durante a ativagao fotoquimica da clorofila a, processo
estimulado por uma diminui¢do na oxidagdo do NADPH acumulado no final da cadeia de
transporte de elétrons por causa das baixas taxas de fixagdo de CO, nessas plantas. Este
evento acarreta em um desequilibrio entre a captacdo de energia luminosa e sua extingdo
fotoquimica formando clorofila tripleto, a qual transfere sua energia excedente para O,

formando 102 (MOR et al., 2014; ESTEBAN et al., 2015; KIM et al., 2016).
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O H,;0; ¢ considerada uma ROS moderadamente reativa por nao possuir elétron
desempareados mas, pode representar potencial perigo quando acumulados em grande
quantidade devido ao seu pequeno tamanho, o que facilita a sua travessia através de

membranas permitindo sua migragdo entre diferentes compartimentos. Além disso, o H,O,
possui acao deletéria por atuar na formagdo do OH" quando reage com metais de transi¢ao

como o Fe’" em uma reacdo conhecida por reacdo de Fenton (Equacdo 2). Por outro lado, o
H,0,; exerce importante papel na sinalizacdo de genes regulados por tensdes ambientais como
a seca, além de participar de processos metabdlicos envolvidos no crescimento e
desenvolvimento de plantas. Os niveis de H,O, sdo considerados bons marcadores do estresse
oxidativo e tem sido utilizado em varios estudos acerca de tolerancia de plantas a condig¢des
de seca (OSAKABE, et al., 2014; ROACH; KRIEGER-LISZKAY, 2014; DEMIDCHIK,
2015; SOFO, et al., 2015; CAVERZAN et al., 2016).

Os altos niveis de O, provocados por condigdes de estresse em plantas, podem
acarretar em danos severos por estresse oxidativo ocasionados pelo HO', uma vez que o O,
pode reagir com Fe-S de proteinas liberando ions Fe os quais sdo utilizados nas reagdes de
Fenton e Haber-Weis e formar HO. Na presenca de Fe™ o O,” pode gerar OH' pela
convers¢ao do H,O, através das reacdes de Fenton e de Haber-Weis (Equagdes 1, 2 e 3)

(DEMIDCHIK, 2015; CAVERZAN et al., 2016).

Fe'? +0, «<——> Fe”+0," @

Fe'? + H,0, ——> Fe”+OH +OH' (2)

Fe+3+ 0, — Fe+2 + 0O,

(&)

Fe”? + H,0, ——> Fe™+OH +OH’

Equacao 1. Reducdo e oxidagdo do ion ferro na presenca de superdxido e oxigénio
reversivamente. Equacdo 2. Formagdo do radical hirdoxila (OH") pela rea¢do de Fenton.

Equagio 3. Formagao do radical hirdoxila (OH") pela reagdo de Haber-Weiss.

O OH" ¢ considerado o oxidante mais reativo dentre as ROS e portanto altamente

prejudicial ao funcionamento celular. Devido sua alta reatividade, o OH™ é capaz de retirar
atomos de hidrogénio de acidos graxos insaturados da camada bilipidica tornando-os reativos.
Este processo conhecido como peroxidagao lipidica ocasiona a lise de membranas celulares

comprometendo sua integridade e tem como um dos principais produtos finais o
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malondialdeido (MDA), molécula reconhecida como um dos principais marcadores do
estresse oxidativo em plantas.

Para se proteger contra os efeitos deletérios do estresse oxidativo, as plantas procuram
manter baixos niveis de ROS através da ativacdo dos sistemas de defesa antioxidante que
podem ser ou ndo de natureza enzimatica. Neste caso, o funcionamento deste sistema pode se
dar através de alteracdes nos niveis de compostos nao-enzimdticos como glutationa (GSH),
acido ascorbico (AsA), o a-tocoferol (vitamina E) e carotenoides, ¢ nas atividades de enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6),
ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.1), glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2), dentre outras
(CAVERZAN et al., 2016).

A SOD atua na linha de frente em combate a ROS e ¢ responsavel pela dismutacao do
0,", quando o mesmo se encontra em altos niveis em compartimentos celulares como
cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos. Nesta a¢do a enzima converte o O, a
H;0; e O,. O H,O, gerado pela SOD pode ser convertido a moléculas de H,O e O, pela
enzima CAT e de H,O pela APX através de uma rede de reacdes denominada via do
ascorbato glutationa (Figura 2). Assim, o equilibrio das atividades destas enzimas ¢ crucial
para amenizar os niveis de ROS em plantas, sobretudo nas expostas a estresses

(DEMIDCHIK, 2015; CAVERZAN et al., 2016).

Figura 2. Representagdo esquematica da geragao de ROS no fotossistema I e sua eliminagao
pelas enzimas SOD, APX e CAT e ciclo do ascorbato-glutationa. AsA — ascorbato; MDHA —
monodeidroascorbato; DHA — deidroascorbato; DHAR — deidroascorbato redutase; GSH —

glutationa reduzida; GSSG — glutationa oxidada; Fd — ferredoxina.
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T iSOD

~MHDA . . H,0,“ o

H,0
2 AA - 3 H0 .

Para diminuir o acimulo de H,0, e evitar os danos acarretados pelo estresse
oxidativo, plantas acionam altera¢des nas atividades das enzimas APX e CAT. A APX ¢ uma

enzima da familia das peroxidases e suas isoformas podem atuar no citosol, cloroplastos,
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mitocondrias e peroxissomos. Nos cloroplastos exerce um determinante papel na conversao
do H,O, em H,0 no ciclo do ascorbato glutationa, um importante sistema de eliminag¢do do
H,0, em plantas sob estresse abidtico (Figura 2) (SOFO et al., 2015; CAVERZAN et al.,
2016).

A APX executa um importante papel na eliminacao rapida de H,O, uma vez que
possui alta afinidade com o composto, o que permite a sua eliminagdo mesmo quando
presente em baixas concentracdes. Esta afinidade da-se porque a cinética enzimadtica da
enzima tem uma constante de Michaelis-Menten (Ky) na ordem de uM, uma vez que requer
apenas uma molécula de H,O, para converté-lo em H,O na presenga do ascorbato como
doador de elétron. Diferente da APX, a CAT age na eliminacdo do H,O, quando a molécula
se encontra em maiores concentragdes devido a sua Ky a qual apresenta-se na grandeza de
mM. Neste processo a enzima requer 2H,O; para formar 2H,O e O, sem a presenca de poder
redutor (BARBOSA et al. 2014; PUTHUR, 2016).

A atuagdo da CAT na detoxificacdo do H,O, ocorre principalmente no peroxissomos
durante a fotorrespiragdo. Os peroxissomos s3o considerados como o principal sitio de
producao de H,O, gerado pela fotorrespiracdo em funcao do decréscimo da assimilacdo do
CO, em plantas C; expostas a estresses abidticos como a seca. Neste caso, as baixa
concentragdes de CO, interno provocadas pelo fechamento estoméatico promove o decréscimo
na relagdo CO,/0O, ativando a fun¢do oxigenase da enzima ribulose-1,5-bifosfato (Rubisco).
Na via respiratoria o H,O, ¢ gerado como produto secundario quando o 2-fosfoglicolato
(2PG) oriundo dos cloroplastos € exportado para os peroxissomos onde ¢ convertido a

glioxilato (Figura 3), (SOFO et al., 2015; EISENHUT et al., 2017).

Figura 3. Formag¢ao do H,O; nos peroxissomos durante a fotorrespiragao.

Cloroplastos Peroxissomos
2- Fosfoglicolato Glicolato Glioxilato Glicina
COO COO COO
H—(::—O—Pog' m > C:‘:O s H—(::—NH3
) 0 oy " )

O glioxilato formado nos peroxissomos da seguimento a uma série de reagdes
envolvendo as mitocondrias e cloroplastos para gerar 3-fosfoglicerato, molécula intermediaria
do processo de fixa¢do do carbono da fotossintese. Em plantas C3 sob condigdes de estresse

hidrico, a fotorrespiragcdo ocorre para o melhor aproveitamento do carbono fixado na
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molécula do 2PG. No final do processo uma molécula de CO, em cada duas de 2PG ¢
liberada, por isso a fotorrespiracdo diminui a eficiéncia fotossintética e ¢ considerada
desvantajosa. Contudo, algumas pesquisas vém revelando a importancia da via respiratoria
como auxilio a fotossintese em plantas sob estresse (SOFO et al., 2015; KIM et al., 2016;
EISENHUT et al., 2017).

A regulacdo das enzimas do sistema antioxidante estd relacionada com a tolerancia a
estresses abidticos como a seca € pode garantir a protegdo contra estresse oxidativo
estabilizando processos metabolicos como a fotossintese em inimeras espécies e variedades
de plantas tolerantes (SIMOVA-STOILOVA et al., 2016). A avaliagdo do balango entre as
atividades de enzimas dos sistemas antioxidantes como SOD, APX e CAT, bem como dos
niveis de ROS como o H;0, e dos produtos gerados durante o estresse secundario como
MDA, sao importante fontes de informagdes acerca da dinamica da tolerancia a seca em
plantas. A importancia de se tracar um perfil de respostas ¢ a obtencdo de marcadores
bioquimicos relacionados com a defesa do estresse em questdo, os quais possam servir para
selecionar genotipos agronomicamente desejaveis. Além disso, a utilizacdo desses marcadores
com o auxilio de técnicas de biologia molecular pode acelerar programas de melhoramento

para reduzir perdas na agricultura.
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CAPITULO 11

CRESCIMENTO INICIAL E ACUMULO DE SOLUTOS COMPATIVEIS EM
FAVELEIRA COM E SEM TRICOMAS SOB DEFICIT HIDRICO
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CRESCIMENTO INICIAL E ACUMULO DE SOLUTOS COMPATIVEIS EM
FAVELEIRA COM E SEM TRICOMAS SOB DEFICIT HIDRICO

RESUMO - Nas regides semiaridas a vegetagao possui estratégias adaptativas de tolerancia a
seca. Dentre elas, destaca-se o ajustamento osmotico, fendmeno que ocorre através do
acimulo de solutos compativeis. Cnidoscolus quercifolius ¢ uma arbdrea exclusiva das matas
xer6filas do Nordeste brasileiro e destaca-se por sua tolerancia a seca e por seus multiplos
usos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito de solutos compativeis durante o
crescimento inicial de faveleira com e sem tricomas submetidas ao déficit hidrico e a posterior
reposi¢do da rega. As mudas foram mantidas sob dois regimes hidricos: rega a 80% da
capacidade de pote (controle - C) até 105 dias e suspensdo de rega (SR) até¢ 60 dias com
posterior reposi¢ao de agua a 80% da capacidade de pote até o 105° dia. Foram avaliadas,
altura da planta, didmetro do coleto e nimero de folhas emitidas a cada 15 dias, taxa de
crescimento absoluto (TCA) aos 105 dias e potencial osmotico ('s) e solutos compativeis aos
60 e 105 dias. No tratamento SR houve diminui¢cdo do ¥s e acumulo de solutos compativeis,
indicando a utilizagdo do ajustamento osmoético pela faveleira. O nuimero de folhas
demonstrou maior sensibilidade ao estresse e destacou-se também durante a recuperagdo do
estresse. Com o retorno da rega, a recuperacdo do crescimento, elevagdo do ¥s e diminuigdo
dos teores de solutos compativeis indicaram a influéncia do ajustamento osmoético na
recuperagao do estresse. A faveleira acumula solutos compativeis para amenizar os efeitos do

estresse hidrico através do ajustamento osmotico como estratégia de tolerancia.

Palavras-chave: Ajustamento osmotico. Cnidoscolus quercifolius. Estratégia de tolerancia.
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INITIAL GROWTH AND COMPATIBLE SOLUTE ACCUMULATION IN
FAVELEIRA WITH AND WITHOUT TRICHOMES UNDER WATER DEFICIT

ABSTRACT - The vegetation of semi arid regions have adaptive strategies to tolerate
drought. Among these strategies, osmotic adjustment is a phenomenon caused by the
accumulation of compatible solutes. Cridoscolus quercifolius Is an exclusive tree of
xerophilous forests of Northeast Brazil and stands out for its drought tolerance and its
multiple uses. The aim of this research was to evaluate the effect of compatible solutes on the
initial growth of faveleira with and without trichomes submitted to the water deficit and the
subsequent irrigation replacement. The seedlings were maintained under two water regimes:
irrigation at 80% of pot capacity (control — C) up to 105 days and watering suspension
(SR) up to 60 days with subsequent replacement of water at 80% of the pot capacity until the
105th day. Were evaluated plant height, stem diameter and number of leaves emitted every 15
days, absolute growth rate (AGR) at 105 days, and osmotic potential (¥s) and compatible
solutes at 60 and 105 days. In the SR treatment there was a decrease in s and accumulation
of compatible solutes, indicating the use of the osmotic adjustment by the faveleira. The
number of leaves showed greater sensitivity to stress and also stood out during recovery from
stress. With the return of watering, recovery of growth, Ws elevation and decrease of
compatible solutes indicated the influence of osmotic adjustment on the recovery of stress.
The faveleira accumulates compatible solutes to ameliorate the effects of water stress through

osmotic adjustment as a tolerance strategy.

Keywords: Osmotic adjustment. Cnodoscolus quercifolius. Tolerance strategy.
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INTRODUCAO

Altas ondas de calor e maiores frequéncias de secas geradas pelas mudancgas climaticas
acarretam déficit hidrico no solo e vém apontando para um alerta acerca da sobrevivéncia de
plantas nas regides aridas e semidridas. Grande parte da vegetacdo desses ambientes apresenta
alto grau de xerofitismo e possui estratégias adaptativas de tolerancia a seca que permitem o
desenvolvimento dessas espécies sob as condi¢des climaticas dessas regides, tais como,
redugdo nas taxas de crescimento e das atividades fisiologicas, regulagdo do fechamento
estomatico, ajustamento osmético, dentre outras. A avaliagcdo da velocidade de recuperacgao de
plantas apds periodos de seca € uma importante ferramenta na sele¢ao e no melhoramento de
genotipos que se adaptam aos ambientes secos (FRANCISCO, 2013; SIMOVA-STOILOVA;
VASSILEVA; FELLER, 2016).

O ajustamento osmotico, um dos mecanismos mais eficazes em plantas submetidas ao
estresse hidrico, ocorre através do acumulo de solutos compativeis com o metabolismo
celular. Estes compostos atuam como osmolitos por aumentar a capacidade das células de
reter dgua em funcdo da redug¢do do potencial osmotico da planta, sem prejudicar seu
funcionamento metabodlico. Este evento promove a homeostase osmética através do equilibrio
hidrico entre o citosol ¢ o ambiente externo (WANI et al., 2013; DAWOOD, 2016; SAMI et
al., 2016).

O acumulo de agucares soltiveis como glicose, sacarose e frutose agem na regulacao do
ajustamento osmotico, melhorando a tolerancia de plantas a estresses osmoéticos. A prolina,
um dos principais metabdlitos acumulados em resposta a estresses ambientais, além de atuar
to como osmolito, pode agir como antioxidante em defesa contra o estresse oxidativo ou
estabilizando estruturas celulares e biomoléculas. A glicina betaina também exerce outras
fungdes, além da osmorreguladora uma vez que atua na integridade de membranas e de
enzimas. (SONI et al., 2014; SAMI et al., 2016). Solutos como prolina, glicina betaina e
acgucares soluveis tem sido acumulados em respostas adaptativas ao estresse hidrico em
algumas espécies da familia Euphorbiaceae relatadas como tolerantes a seca (BABITA et al.,
2010; MOURA et al., 2016; YANG et al., 2015), assim como em espécies endémicas do
bioma Caatinga (COSTA et al., 2015; SILVA et al., 2004).

Cnidoscolus quercifolius Pohl, espécie da familia Euphorbiaceae que vem ganhando
destaque pela sua multiplicidade de usos em populagdes da Caatinga (CREPALDI, et al.,
2016; FERRAZ et al., 2012), ¢ uma arbdrea pioneira exclusiva das matas xerofilas do
Nordeste brasileiro, onde vegeta sob baixos indices pluviométricos e apresenta rusticidade e

rapido crescimento. Apesar de representar potencial socioeconomico para as populagdes do
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semidrido a faveleira, como ¢ conhecida, apresenta tricomas urticantes que dificultam seu
manuseio, limitando seus diversos usos. Exemplares sem tricomas sdo encontrados em baixa
frequéncia na natureza e para o melhor aproveitamento da espécie, sdo recomendados como
lavoura xerofila, através da ampliacdo da sua base genética em populagdes de cruzamento
aberto (ALOUFA; MEDEIROS, 2016; CANDEIA, et al., 2010).

Incentivados pela preocupagdo com os efeitos das mudangas climaticas, programas de
melhoramento tem focado nas pesquisas acerca das respostas de variedades de plantas com
maior capacidade para enfrentar condi¢des de seca. Apesar de algumas pesquisas abordarem
acerca de respostas a condigdo de déficit hidrico da faveleira, poucas estudos estdo
direcionados aos mecanismos de tolerdncia a seca da espécie, sobretudo ao acumulo de
solutos compativeis e seus efeitos no crescimento. Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar
o efeito de solutos compativeis durante o crescimento inicial de faveleira com e sem tricomas

submetidas ao déficit hidrico e a posterior reposi¢cao da rega.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na UFRPE, em Recife (08° 03' 14"
S e 34° 52' 52" W), no periodo de dezembro de 2015 a marc¢o de 2016, onde as médias de
temperatura e umidade relativa no periodo foram de 32 °C e 68,9 %, respectivamente, e a
radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) média no local foi 757,0 pmol m™~ seg™.

Foram utilizadas mudas de faveleira com quatro meses de idade, as quais foram
padronizadas quanto a altura (+ 20 cm) e ao numero de folhas (= 9) e transplantadas para
sacos de polietileno medindo 40 cm x 20 cm, com perfuragdes na base, com capacidade para
6 L. Os sacos foram preenchidos por uma mistura de areia lavadatsubstrato comercial
Plantimax®+solo (1:1:1). As plantas foram irrigadas com solugdo nutritiva com a seguinte
composig¢ao: 0,37 g.L'1 de fertilizante solivel Kristalon® (1,5% N; 5,5% P,0s; 19% K,0; 2%
MgO; 5,5% S; 0,012% B; 0,002% Mo; 0,005% Cu-EDTA; 0,012% Zn-EDTA,; 0,035% Fe-
EDTA e 0,02% Mn-EDTA) ¢ 0,42 g.L"' de Calcinit® (7,75% N e 9,5% Ca).

As regas ocorreram diariamente, porém com alternancia de dias de regas com 4gua ou
com solugdo nutritiva. A umidade foi mantida em aproximadamente 80 % da capacidade de
pote e as plantas permaneceram nestas condi¢des, durante 15 dias, antes de iniciar a aplicagao
dos tratamentos. Para a obtencdo da capacidade de pote, trés amostras de sacos de polietileno
contendo o substrato seco foram pesadas para a determinagdo do peso seco. Em seguida, a

base dos sacos foi imersa em agua até¢ a saturagdo total do substrato. Apos completa
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drenagem, os sacos foram pesados novamente para a determinacdo do peso umido (100 % da
capacidade de pote) que foi calculada pela diferenca entre os pesos a saturacdo e o peso do
substrato seco.

As mudas foram mantidas sob dois regimes hidricos, constituidos pelos tratamentos:
controle - regime de rega continua com manuten¢do de 80% da capacidade de pote ao longo
do periodo experimental (105 dias) e suspensdo de rega — suspensdo total do suprimento
hidrico. Para as avaliagdes foram considerados dois periodos: o de imposicdo do estresse
hidrico, durante 60 dias e o de reposi¢ao da rega, que foi dos 60 aos 105 dias, quando as
plantas expostas ao estresse hidrico passaram a receber dgua procurando-se manter 0 mesmo
regime do tratamento controle.

Para as avaliacdes biométricas, as variaveis altura da planta e didmetro do coleto
foram mensuradas com o auxilio de trena graduada e paquimetro, respectivamente € o0 nimero
de folhas emitidas foi obtido através de contagem direta. Os valores médios destas variaveis
foram utilizados para as avaliagdes das velocidades do crescimento em altura e em diametro
através da taxa de crescimento absoluto (TCA), pela equacao: TCA = V, — Vi/t; — t; onde,
TCA = taxa de crescimento absoluto; V| = medida da altura ou didmetro no tempo;; V, =
medida da altura ou diametro no tempo,; t; = tempo inicial da avaliacao (0 dias); e t, = tempo
final da avaliacdo (105 dias) de acordo com Benincasa (2003).

Para a estimagdo do potencial osmdtico, folhas do tergo médio da planta foram
coletadas e maceradas para a obtencdo da seiva, a qual foi centrifugada a 10.000 g por 10
minutos a 4 °C. Do sobrenadante foram utilizados 10 pL para a determinagdo da osmolalidade
das amostras através de leituras em osmometro de pressdo de vapor Vapro 5520 (Wescor,
Inc., Logan, UT, USA). Dos valores obtidos, expressos em osmolalidade (mmol kg™), foram
calculados os potenciais osmoticos expressos em mega pascal (MPa), através da equagao de
Van’t Hoff, pela formula: Ws = -R7TC em que, Ws = potencial osmotico (atm); R = constante
geral dos gases perfeitos (8,32 J mol! °K™"); T = temperatura (°K); C = concentragdo (mol L
b,

Para analise de solutos compativeis, foram determinados os teores de carboidratos
soluveis totais (YEMM; WILLIS, 1954) e sacarose (VAN HANDEL, 1968) pelos métodos da
antrona, a estimacdo do teor de glicina betaina, realizada pela quantificacio de complexos
quaternarios de amonio-periodeto de potassio de acordo com Grieve e Grattan (1983) e a do
teor de prolina livre, seguindo o método do acido sulfossalicilico descrito por Bates, Waldren
e Teare (1973).

As variaveis altura da planta, didmetro do coleto e nimero de folhas foram avaliadas ao

longo do periodo experimental, a cada 15 dias, até o 105° dia, resultando em oito tempos de
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avaliacdo em quatro repeti¢des. Os dados foram submetidos ao teste de esfericidade de
Mauchly, o qual resultou em significativo, com p — valor < 0,05, indicando que as analises
ndo devem ser realizadas univariadamente como parcelas subdivididas no tempo. Assim, os
dados foram submetidos a analise multivariada (MANOVA) com medidas repetidas, e as
médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade por meio do programa estatistico
SAS (Statistical Analysis System).

A avaliacdo das varidveis TCA, s e teor dos solutos compativeis foram realizadas aos
60 e 105 dias apo6s a aplicagdo dos tratamentos, o que correspondeu aos finais dos periodos de
estresse e de recuperagdo, respectivamente, para as plantas do tratamento SR. Para a analise
estatistica dessas varidveis foi adotado o esquema fatorial 2 x 2 (dois genotipos e dois regimes
hidricos) resultando em quatro tratamentos para cada periodo. O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado, com trés repeticdes para os solutos compativeis e quatro para as
demais variaveis. Cada repeti¢cao foi representada por uma muda. Os dados foram submetidos
a analise da variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade, utilizando o softwere SISVAR 5.6. Os dados de TCA em altura da planta e

teor de prolina livre foram previamente transformados em \x e log (x), respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises permitiram avaliar a relacdo entre o crescimento € o ajustamento osmotico
como estratégia fisiologica de plantas de faveleira submetidas a restricao hidrica. A partir do
30° dia de suspensdao de rega as varidveis de crescimento, altura e didmetro do coleto
apresentaram decréscimo em relacdo ao controle. J& a emissdo de folhas diminuiu logo apds
os primeiros 15 dias sem rega, demonstrando ser a varidvel mais sensivel aos efeitos do

déficit hidrico (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias quinzenais de altura da planta, diametro do coleto e niumero de folhas
emitidas em plantas de Cnidosculus quercifolius Pohl submetidas a dois regimes hidricos

(controle e suspensao de rega)

Dias apbs o Altura da planta Diametro do Nﬁmerq Qe

‘nicio dos (cm) coleto (mm) folhas emitidas

tratamentos  Controle Sl(lisepre:;jo Controle Sl(llsepreengjo Controle Sl(llsepreengjo
0 21,00 a 21,38 a 5,08 a 5,65 a 1,0 a 1,0 a
15 26,94 a 22,66 a 6,41 a 6,12 a 30 a 1,8 b
30 33,06 a 23,58 b 7,54 a 6,18 b 6,5 a 24 b
45 41,12 a 23,62 b 8,89 a 6,25 b 99 a 25D
*60 4538 a 23,69 b 9,78 a 6,42 b 12,8 a 29 b
75 51,81 a 2725 Db 10,56 a 6,91 b 16,8 a 54D
90 61,81 a 36,88 b 11,89 a 7,87 b 21,0 a 92 b
105 74,56 a 49,75 b 13,55 a 9,41 b 25,0 a 13,1b

Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas de uma mesma variavel, ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

*Reposigdo da rega nas plantas do tratamento suspensao de rega.

A emissao de folhas também destacou-se na fase de recuperacao das plantas do
tratamento SR apresentando aumento da ordem de 46 % ja nos primeiros 15 dias apds o
retorno da rega (dos 60 aos 75 dias), enquanto que a altura e o didmetro aumentaram cerca de
13 e 9 %, respectivamente. Quarenta e cinco dias apds a reposicao de rega (105° dia apds o
inicio dos tratamentos), observou-se um incremento médio de 52,4 % em altura e 31,8 % em
diametro do coleto. A emissdo de folhas, entretanto, foi 78 % maior aos 105 dias em relagdo
ao periodo sem rega confirmando ser a varidvel que melhor evidencia a estratégia de
recuperacgao das plantas ao tratamento aplicado (Tabela 1).

A rapida emissdao de folhas na recuperacdo da seca ¢ evidenciada como uma
caracteristica de tolerancia em faveleira. Ao avaliar a sobrevivéncia da espécie em periodos
secos na Caatinga, Medeiros (2013) observou rapida recuperagdo da emissdo de folhas na
faveleira apds exposicdo a periodos de seca acompanhados de chuvas em baixos indices
pluviométricos (< 200 mm) por curto periodo (menos de 60 dias). Na ocasido, o autor indicou
a espécie como resistente as intempéries do semidrido. Aloufa e Moura (2016) também
relataram que uma das caracteristicas de tolerancia a seca em faveleira ¢ o inicio da emissao
de novas folhas logo nos primeiros dias apds a ocorréncia das chuvas enfatizando o

envolvimento da emissao de folhas na recuperagao da espécie apds exposicao a seca.
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O crescimento em plantas ¢ diretamente afetado pelo acumulo de biomassa. Como a
folha representa o principal sitio da fotossintese, o acréscimo na emissdo de folhas resulta no
aumento da fotossintese e por consequéncia no acumulo de biomassa, influenciando
negativamente o crescimento das plantas (SIMOVA-STOILOVA; VASSILEVA; FELLER,
2016). No presente experimento, a rapida recuperagdao da emissao de folhas na fase de retorno
da rega no tratamento SR, ¢ apontada como estratégia utilizada pela faveleira para influénciar
positivamente a retomada do crescimento nesta fase.

Os perfis de crescimento das plantas com e sem tricomas sao apresentados em graficos
na Figura 1, e permitiram perceber comportamentos ascendentes (perfis ndo horizontais) para
altura da planta, didmetro do coleto e emissdo de folhas no tratamento controle e uma fase
estacionaria (perfis horizontais) nas plantas expostas a 60 dias de suspensdo de rega. Essas
plantas também apresentaram actimulo de solutos compativeis e reducdo no potencial
osmotico foliar no ultimo dia da fase de suspensao de rega (60 dias apds o inicio dos

tratamentos) (Tabela 3).
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Figura 1. Perfis médios de altura da planta (A), didmetro do coleto (B) e nimero de folhas
emitidas (C) em funcdo dos tempos de avaliacdo em plantas de Cridoscolus quercifolius Pohl
submetidas a dois regimes hidricos (Controle = rega continua; SR = suspensdo de rega). A
seta indica o inicio do retorno da rega no tratamento SR.

No periodo de retorno da rega (60 aos 105 dias) a retomada do crescimento e da
emissao de folhas das plantas do tratamento SR ¢ percebida pela elevacao dos perfis médios
(ndo horizontais) a partir do 75° dia (Figura 1), indicando a recuperacdo dessas plantas com o
retorno da disponibilidade hidrica.

As taxas de crescimento absoluto (TCA) foram calculadas a partir da altura da planta e
do diametro do coleto, representando, respectivamente, o crescimento primario e secundario
das plantas de faveleira. Nao houve efeito da interagdo dos fatores sobre a TCA em altura das
plantas, porém a suspensdo da rega reduziu a velocidade de crescimento das plantas, de
maneira que a TCA das plantas do tratamento SR (0,63 cm dia™) foi praticamente a metade
daquela exibida pelas plantas do tratamento controle (1,19 cm dia™), independente da
presenca de tricomas. A TCA em didmetro do coleto também diminuiu com a suspensao de
rega e, entre as plantas que passaram pela restri¢do hidrica, a TCA em didmetro foi menor

naquelas sem tricomas (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias da taxa de crescimento absoluto (TCA) em didmetro do coleto de plantas

de Cnidosculus quercifolius Pohl (com e sem tricomas) ap6s periodo de restri¢ao hidrica

TCA @ coleto (mm dia™)

TRATAMENTOS Com tricomas Sem tricomas
Controle 0,17 bA 0,20 aA
Suspensdo da rega 0,10 aB 0,07 bB

CV % 13,8

Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas linhas e maiusculas nas colunas, ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A capacidade das plantas em recuperar o crescimento e desenvolvimento apos
exposicdo a condi¢des estressantes podem ser expressas de diferentes formas entre e dentro de
espécies, dependendo do gendtipo (MAIA et al., 2013). Nas condi¢des da presente pesquisa,
os fendtipos com e sem tricomas apresentaram o mesmo comportamento no padrdao de
crescimento, uma vez que diferenca significativa entre as velocidades do crescimento das
plantas com e sem tricomas foi detectada apenas na TCA em didmetro do coleto (Tabela 2).
Isso implica que a capacidade de recuperacao da faveleira apos exposicao ao déficit hidrico
nao esta relacionada com a expressao da caracteristica tricomas, pois, embora, de acordo com
Larcher (2006), o crescimento em didmetro em espécies arboreas seja considerado de grande
importancia para o desenvolvimento da planta por apresentar fun¢do de sustentagdo dos ramos
e expansdo da copa, ele referir-se ao crescimento secundario, o qual se d4 de forma muito
lenta com relagdo ao crescimento em altura (crescimento primario), implicando em uma
variavel pouco sensivel.

Com relagdo ao potencial osmotico (Ws) e ao acimulo de solutos compativeis, apenas
o fator regime hidrico afetou as respostas das plantas, as quais apresentaram diminui¢do do
Ys acompanhada de acumulo de solutos compativeis quando exposta aos 60 dias de
suspensao de rega. Aos 105 dias apos o inicio dos tratamentos (45 dias apds a retomada da
rega) os teores dos solutos compativeis e o potencial osmotico no tratamento SR igualaram-se

aos das plantas do tratamento controle, com excecdo do teor de prolina (Tabela 3).
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Tabela 3. Médias de potencial osmotico (‘¥'s) e teores de carboidratos soluveis totais (CST),
sacarose (SAC), prolina livre (Pro) e glicina betaina (GB) de plantas de Cnidosculus

quercifolius Pohl submetidas a dois regimes hidricos ap6s periodos de estresse hidrico e de

recuperagao
Tratamentos s CSIT SAIC Prg G}i
(MPa) (mgg MS) (mgg MS) (umolg” MF) (umolg MS)
60 dias ap06s o inicio dos tratamentos
Controle 2,1a 75b 56D 119b 16 b
Suspensao de rega -29b 169 a 89 a 382 a 64 a
CV % 8,3 25,7 17,5 16,9 24,0
105 dias apds o inicio dos tratamentos
Controle 23 a 108 a 66 a 196 b 36a
Suspensdo de rega -2,5a 118 a 61 a 289 a 32a
CV% 9,1 19,0 10,0 25,4 27,7

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo testes de Tukey (p < 0,05). Dados de Pro

transformados por log (x).

Estas respostas demonstram a busca dessas plantas em manter o equilibrio osmotico
com o substrato quando o mesmo apresentava baixa disponibilidade hidrica. A absor¢ao de
agua pelas plantas ocorre quando o seu potencial hidrico estd menor que o do solo. Neste
caso, as plantas tendem a acumular solutos compativeis para manter o equilibrio osmotico
(DAWOOD, 2016). O ajustamento osmotico foi sugerido por Oliveira et al. (2014) como
estratégia utilizada pela faveleira para amenizar os efeitos do déficit hidrico quando avaliaram
a espécie em periodos de seca na Caatinga. Na ocasido, estes autores ndo avaliaram o
acumulo de solutos compativeis, diferente do que ocorreu no presente experimento, onde foi
observada a contribuicdo destes solutos no ajustamento osmoético das plantas expostas ao
déficit hidrico (Tabela 1), como observado por Yang et al. (2015) ao avaliar plantas de
Jatropha curcas, Euphorbiacea considerada como tolerante a seca, perceberam a contribuicao
dos agucares soluveis totais, prolina e glicina betaina no ajuste osmotico nas plantas sujeitas
ao déficit hidrico.

A suspensdo da rega afetou negativamente o crescimento € a emissao de folhas
caracterizando o estresse hidrico nas plantas (Figura 1), a0 mesmo tempo provocou redu¢do
do Ws, a qual foi induzida pelo o ajustamento osmotico através do acimulo dos solutos
compativeis (Tabela 3). Posteriormente, com a reposi¢ao da rega nestas plantas, a retomada
do crescimento e da emissao de folhas ocorreu ao mesmo tempo em que houve elevacao do
Ys e diminui¢do dos teores dos solutos compativeis (Figura 1 e Tabela 3), indicando nao

haver mais a necessidade de ajustamento osmotico nestas plantas. Esses resultados apontam
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para a ag¢ao dos solutos compativeis para amenizar os impactos negativos ocorridos durante o
estresse hidrico, e a sua influéncia na recuperagdo destas plantas com o retorno da
disponibilidade hidrica. Segundo Dawood (2016), além de fun¢do osmorreguladora, estes
osmolitos podem agir também na protecdo de membranas e paredes celulares, assim como na
estabilidade de proteinas, o que resulta na manuten¢do da permeabilidade e da organizagao
celular. Os autores também relatam que estas agcdes garantem os processos vitais das plantas
sob estresse, melhorando a recuperacdo dessas plantas, mesmo que o crescimento geral seja
comprometido.

Apos o retorno da rega apenas a prolina ndo alcancou os valores médios do tratamento
controle (Tabela 2), evento que pode estar envolvido com outras fungdes inerentes ao
aminoacido, além da sua fun¢do priméria como osmoregulacdo, como estabilidade de
estruturas proteicas e sua atuacdo na eliminacdo de radicais livres. A prolina estd envolvida
também numa importante rede nas vias do metabolismo do nitrogénio em associagdo com 0
armazenamento de carbono, durante o desenvolvimento de plantas (MAJUMDAR et al.,
2016). Neste sentido, o acimulo de prolina pode trazer beneficios para plantas também apds o
estresse. No entanto, ainda existem varios questionamentos a respeito das fungdes da prolina e
suas relagcdes com estresses abidticos (KAUR; ASTHIR, 2015).

No presente experimento a faveleira demonstrou ser uma espécie acumuladora de
glicina betaina uma vez que apresentou aumento no teor do composto nas plantas expostas ao
tratamento suspensao de rega aos 60 dias (Tabela 3). As plantas superiores podem ser
classificadas de acordo com o acimulo de glicina betaina. Wani et al. (2013) mencionam que
plantas conhecidas como acumuladoras naturais, contém baixos niveis do composto em
condi¢des normais e maiores em condigdes estressantes e que em algumas espécies a glicina
betaina nao ¢ detectdvel em condi¢des normais nem estressantes. Embora Blunden et al.
(2003) tenham apontado a familia Euphorbiaceae como nao-acumuladora de betaina, os
autores observaram maior rendimento de glicina betaina em duas espécies de Jatropha,
género que, assim como o da faveleira (Cnidoscolus), pertence a subfamilia Crofonoideae. No
presente experimento, a faveleira comportou-se como espécie acumuladora do composto
(Tabela 3), resultado que corroboram com os observados por Yang et al. (2015), quando
detectou acimulo de glicina betaina em Jatropha curcas, espécie que assim como a faveleira,
pertence a subfamilia Crotonoideae e familia Euphorbiaceae. Assim como na presente
pesquisa, estes autores também inferiram a efetividade do composto no ajuste osmotico das
plantas submetidas ao estresse hidrico.

Algumas espécies consideradas ndo acumuladoras de glicina betaina, passaram a

acumular ap6s aplicacdo exdgena do composto. Genes que catalisam as vias biossintéticas de
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glicina betaina e prolina tém amenizado também as tensdes provocadas por estresses abidticos
como seca em plantas transgénicas. Em arabidopsis, algoddo e batata a introgressao de genes
envolvidos na sintese de glicina betaina melhorou a tolerancia ao déficit hidrico. Em plantas
transgénicas de tabaco, o acimulo de prolina também foi estimulado (KHAN; AHMAD;
KHAN, 2015; WANI et al., 2013).

Os resultados obtidos na presente pesquisa demonstraram que a faveleira adotou como
estratégia de tolerancia o ajustamento osmotico através do acimulo dos solutos compativeis
glicina betaina, prolina, carboidratos soliveis e sacarose, para amenizar os efeitos nocivos
causados pelo déficit hidrico, bem como a rapida emissdo de novas folhas para impulsionar a
recuperagdo do crescimento apOs exposicdo ao estresse. Através destes resultados foi possivel
observar também que os fenotipos com e sem tricomas ndo responderam de forma diferente as

condig¢des de déficit hidrico impostas nesta pesquisa, com relagdo as variaveis estudadas.

CONCLUSOES

O ajustamento osmotico através do acimulo dos solutos compativeis glicina betaina,
prolina, carboidratos soluveis e sacarose e o fato da espécie demonstrar ser acumuladora de
glicina betaina representam caracteristicas utilizadas pela faveleira como estratégia de
tolerancia ao estresse hidrico. Essas respostas, assim como a rapida emissao de novas folhas
com o retorno da disponibilidade hidrica apds exposicao ao estresse, demonstram influenciar
na capacidade de recuperagdo da espécie ao estresse hidrico.

A semelhanca nas respostas dos fendtipos com e sem tricomas da faveleira,
representam uma vantagem, uma vez que a utilizagdo do fendtipo sem tricomas pode ser
utilizado para a melhor exploracdo dos potenciais da espécie. Estas informagdes também
podem ser utilizadas em planejamentos de programas de melhoramento quem visem aumentar
a frequéncia de individuos com a caracteristica sem tricomas. No entanto, maiores

explanagdes acerca de outras caracteristicas devem ser consideradas.
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CAPITULO 111

RESPOSTAS ANTIOXIDATIVAS EM FAVELEIRA COM E SEM TRICOMAS
SOB DEFICIT HIDRICO
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RESPOSTAS ANTIOXIDATIVAS EM FAVELEIRA COM E SEM TRICOMAS
SOB DEFICIT HIDRICO

RESUMO - A faveleira ¢ conhecida por sua telerancia a seca e pelos seus diversos usos pelas
comunidades do semidrido brasileiro. O entendimento das respostas de tolerancia da faveleira
pode auxiliar programas de melhoramento da espécie. O objetivo desta pesquisa foi avaliar as
respostas antioxidativas de plantas de faveleira com e sem tricomas submetidas ao estresse
hidrico, bem como a recuperagdo do estresse nessas plantas. Mudas de faveleira com e sem
tricomas foram submetidas a dois regimes hidricos: 105 dias de irriga¢do (controle = C) e 60
dias sem irrigagdo, seguidos por 45 dias de retorno da irrigagdo (suspensdo de rega = SR).
Avaliou-se biomassas secas das parte aérea e raizes, teor relativo de agua (TRA),
extravasamento de eletrdlitos (EE), percentual de integridade absoluta de membrana (PIA),
clorofilas “a” e “b”, e carotenoides, malondialdeido, peréxido de hidrogénio e atividades de
enzimas do sistema antioxidante. O déficit hidrico diminuiu a biomassa seca da parte aérea e
da raiz, alocacdo de biomassa da raiz, TRA, PIA, teor de Cloa e a Cloa/b, a0 mesmo tempo
que elevou o EE, o MDA, o teor de carotenoides e as atividades das enzimas SOD, APX e
CAT. Com o retorno da disponibilidade hidrica a recuperagdo do estresse oxidativo nas
plantas foi indicada pelo aumento no PIA e reducdo no EE e no MDA. As respostas
antioxidativas na faveleira independem do carater tricomas. A faveleira foi capaz de acionar
os sistemas antioxidantes enzimatico € ndo enzimatico em combate ao estresse oxidativo

como resposta de tolerancia ao estresse hidrico.

Palavras-chave: Cnidoscolus quercifolius. Enzimas antioxidantes. Integridade de membrana.
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ANTIOXIDANT RESPONSE IN FAVELE WITH AND WITHOUT TRICOMAS
UNDER WATER DEFICIT

ABSTRACT - The faveleira is known for its telerancia to the drought and for its diverse uses
by the communities of the Brazilian semiarid. The understanding of the tolerance responses of
the faveleira can support breeding programs of the species. The objective of this research was
to evaluate the antioxidative responss of faveleira plants with and without trichomes
submitted to water stress, as well as the stress recovery in these plants. Faveleira seedlings
with and without trichomes were submitted to two water regimes: 105 days of irrigation with
80% of pot capacity (control treatment = C) and 60 days without irrigation followed by 45
days of irrigation return (irrigation suspension treatment) = SR). It was evaluated: dry
biomass of shoot and roots, relative water content (TRA), extravasation of electrolytes (EE),
percentage of absolute membrane integrity (PIA), chlorophylls "a" and "b", and carotenoids,
malondialdehyde, hydrogen peroxide and antioxidant enzyme activity. The water deficit
decreased the dry biomass of shoot and root, root biomass allocation, TRA, PIA, Chla content
and Chla/b, while increasing EE, MDA, carotenoids content and SOD, APX and CAT
enzymes activities. The return of water availability mitigated the oxidative stress in the plants,
which was indicated by the increase in the PIA and reduction in the EE and MDA. The
antioxidative responses in the faveleira are independent of the trichomes character. The
faveleira was able to activate the enzymatic and non-enzymatic antioxidant systems in the

defense against oxidative stress as a tolerance response to water stress.

Keywords: Cnodoscolus quercifolius. Antioxidant enzymes. Membrane integrity.
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INTRODUCAO

A seca ¢ um dos principais fatores ambientais que afetam o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. No semiarido brasileiro, regido marcada pela seca, a vegetacao
apresenta mecanismos de tolerdncia que garantem sua sobrevivéncia frente as condig¢des
adversas deste ambiente (ALOUFA; MEDEIROS, 2016). Algumas plantas possuem
estratégias adaptativas que envolvem mecanismos de tolerancia interligados que ocasionam
mudancgas morfolégicas, fisiologicas, bioquimicas € moleculares e permitem o enfrentamento
ao estresse hidrico (SALEHI-LISAR; BAKHSHAYESHAN-AGDAM, 2016). Alguns
mecanismos envolvem a manutencao da absor¢do e utilizacdo da energia luminosa pelos
pigmentos fotossintetizantes (clorofilas e carotenoides), assim como a defesa do aparato
fotossintético pelos carotenoides contra a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(KLUGE; TEZOTTO-ULIANA; DA SILVA, 2015; SOFO et al., 2015).

ROS s3ao moléculas reativas de oxigénio geradas normalmente pelo metabolismo
celular. O excesso de ROS como perdxido de hidrogénio (H,O,), o radical superdxido (O,"),
radical hidroxila (OH") e o oxigénio singleto ('O,) em plantas sob condi¢des de estresse leva
ao estresse oxidativo, evento caracterizado por danos em moléculas e estruturas celulares
como proteinas, acidos nucleicos € membranas. Para evitar ou combater esse estresse, as
plantas podem ativar enzimas do sistema antioxidante como superoxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT), e o balango das atividades dessas enzimas ¢
crucial para a eliminacdo de ROS (SIMOVA-STOILOVA; VASSILEVA; FELLER, 2016;
SOFO et al., 2015). O (OH") ¢ o ('0,), sio ROS altamente deletéria e podem provocar
peroxidagdo lipidica, processo no qual ocorre a ruptura de membranas celulares e que tem
como subproduto o malondialdeido (MDA), composto considerado marcador do estresse
oxidativo (DEMIDCHIK, 2015).

Algumas varidveis, como niveis de pigmentos fotossintetizantes, percentual de
integridade absoluta de membrana (PIA), teores de MDA e de H,O, e atividades das enzimas
SOD, APX e CAT, tém servido de base para a compreensao das respostas de plantas em
condi¢des de estresse, sobretudo do enfrentamento dessas plantas ao estresse oxidativo. Essas
variaveis tém sido utilizadas na avaliagdo da tolerancia ao estresse hidrico, tanto de espécies
de ocorréncia na Caatinga como Myracrodruon urundeuva (MARIANO et al., 2009), como
em outras espécies da familia Euphorbiacea, tais como Jatropha curcas (POMPELLI, et al.,
2010; ARCOVERDE et al., 2011; SILVA et al., 2015), Ricinus communis (MORAES et al.,
2015) entre outras.

A faveleira (Cnidoscolus quercifolius Pohl), Euphorbiacea xerofita arborea e pioneira,
de ocorréncia na Caatinga, ¢ conhecida por seus multiplos usos e resisténcia a seca e
apresenta grande significado socioecondmico para as comunidades do semiarido brasileiro. A

presenca de tricomas urticantes localizados em quase todas as partes da planta, contudo,
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limita a utilizacdo de seus potenciais (ALOUFA; MEDEIROS, 2016). Individuos de faveleira
sem tricomas sdo encontrados em baixa frequéncia em populacdes nativas e, para a obtencao
de sementes melhoradas, ¢ recomendada a ampliacdo de sua base genética em plantios de
polinizagdo aberta (CANDEIA et al., 2010). O entendimento dos mecanismos de tolerancia ao
estresse hidrico utilizados pela faveleira com e sem tricomas pode auxiliar programas de
melhoramento genético voltados para a sua introducdo em lavouras xerodfilas. Esta pesquisa
teve como objetivo, O objetivo desta pesquisa foi avaliar as respostas antioxidativas de
plantas de faveleira com e sem tricomas submetidas ao estresse hidrico, bem como a

recuperagao do estresse nessas plantas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetagao localizada na UFRPE em Recife
(08°03' 14" S e 34° 52' 52" W) no periodo de dezembro de 2015 a marco de 2016, quando a
temperatura média local era de 32 °C e a umidade relativa de 68,9 %. Mudas de faveleira dos
fenotipos com e sem tricomas com quatro meses de idade, foram padronizadas com base na
na altura média (20,0 cm) e no niamero médio de folhas (8) e cultivadas em sacos de
polietileno com capacidade para 6 L, medindo 40 x 20 cm, contendo uma mistura de areia
lavada+substrato comercial Plantimax®+solo, na propor¢do 1:1:1. Durante 15 dias, foram
realizadas regas com 80 % da capacidade de pote, a qual foi determinada por método
gravimétrico. As regas foram realizadas em dias alternados, sendo uma vez com agua e outra
com uma solugdo nutritiva contendo 0,37 g.L”' de fertilizante solivel Kristalon® (1,5% N;
5,5% P,0s; 19% K,0; 2% MgO; 5,5% S; 0,012% B; 0,002% Mo; 0,005% Cu-EDTA; 0,012%
Zn-EDTA; 0,035% Fe-EDTA e 0,02% Mn-EDTA) e 0,42 gL' de Calcinit® (7,75% N e
9,5% Ca).

Apos 15 dias de cultivo sob as condi¢des descritas anteriormante, foram aplicados dois
tratamentos: o controle (C), caracterizado pela manutengdo da rega com 80 % da capacidade
de pote durante 105 dias; o tratamento de suspensao de rega (SR), definido pela supressao
total da rega durante 60 dias seguidos por um periodo de retomada da rega com 80 % da
capacidade de pote, durante 45 dias, perfazendo 105 dias de experimento. Ao final dos
periodos de 60 e 105 dias apos o inicio dos tratamentos, foram realizadas avaliacdes para
estudar os efeitos do estresse hidrico e da recuperacao ao estresse, respectivamente.

O crescimento das plantas foi avaliado a partir da produgdo de biomassa seca da parte
aérea e das raizes e pela alocagdao de biomassa seca. A biomassa seca da parte aérea e das
raizes foram obtidas por pesagens em balanca analitica das biomassas frescas apos secagem

em estufa de aeracdo forgada até a obtencdo dos pesos constantes. A apartir dos valores de
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biomassa seca, foram calculadas as aloca¢des de biomassa para a parte aérea (ABPA) e para
as raizes (ABR) através das equagdes: ABPA = peso da biomassa da parte aérea/peso da
biomassa total x 100 e ABR = peso da biomassa das raizes /peso da biomassa total x 100 de
acordo com Benincasa (2003).

Para avaliar o status hidrico, determinou-se o teor relativo de 4gua (TRA), o qual foi
calculado de acordo com Barrs e Weatherley (1962) a partir da equagdo TRA = (MF-MS) /
(MT-MS) x 100, onde a massa fresca (MF) foi obtida pela pesagem de 10 discos foliares
medindo 0,5 cm” cada. Em seguida os discos foram mantidos, por 24 horas, em placas de
Petri contendo 4gua destilada para posterior pesagem e obten¢do da massa tirgida (MT).
Esses discos foram submetidos a secagem a 60 °C por 72 h e pesados para obten¢do da massa
seca (MS).

A intensidade de dano a membranas foi avaliada por meio do extravasamento de
eletrolitos (EE) e do percentual de integridade absoluta de membrana (PIA). Para a obtengao
do EE, 10 discos foliares medindo 0,5 cm’ foram mantidos em tubos de ensaio contendo 30
mL de agua destilada deionizada por 24 horas. Apds esse periodo mensurou-se a
condutividade elétrica livre (CEl dS m™) utilizando condutivimetro de bancada. Apds este
procedimento, os tubos foram mantidos a 80 °C em banho-maria por 1 hora. Apds
resfriamento até atingir temperatura ambiente (= 25 °C), foi realizada a leitura da
condutividade elétrica total (CEt dS m™). A partir desses dados o EE foi calculado o através
da equacao: EE = (CEI/CEt) x 100 e o PIA utilizando a equacao: PIA =1 — CEI/CEt x 100, de
acordo com Pimentel et al. (2002).

O teor de MDA foi analisado para avaliar a peroxidacao lipidica e junto com o de
H,0; serviu como parametro para avaliar os niveis de estresse oxidativo. Para a obtenc¢ao dos
teores de MDA e H,0O,, 0,2 g de amostras frescas de laminas foliares foram macerados em N,
liquido na presenca de 4cido tricloroacético (TCA) a 0,1% e 20% de polivinilpirrolidona
(PVP). As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos em centrifuga
refrigerada a 4 °C e o sobrenadante utilizado como extrato. As leituras foram realizadas
utilizando espectrofotdometro UV-vis.

A quantificagdo do teor de MDA foi baseada na metodologia descrita por Heath e
Packer (1968). Utilizaram-se 250 uL do extrato ao qual foi adicionada 1,0 mL de uma mistura
de acido tricloroacético (TCA) a 10% e tiobarbitarico (TBA) a 0,25%. As amostras foram
incubadas em banho-maria a 95 °C por 30 minutos e, ap0s resfriamento, foram centrifugadas
por 10 minutos a 10.000 g e utilizadas para as leituras das absorbancias a 560 e 600 nm.

Os teores de H,O, foram quantificados de acordo com Alexieva et al. (2001), método
através do qual amostras da mistura contendo 200 pL dos extratos, 200 pL de tampao fosfato
de potéssio a 0,1 M (pH 7,5) e 800 uL de solugdo 1,0 M de iodeto de potassio, permaneceram
por 1 hora em gelo no escuro. Em seguida as amostras foram retiradas do escuro e mantidas a

temperatura ambiente para serem utilizadas nas leituras a 390 nm de absorbancia.
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Para aveiguar os efeitos do estresse no aparato fotossintético foram obtidos os teores
dos pigmentos fotossintetizantes clorofila a (Cloa), clorofila b (Clobd) e carotenoides (Car), os
quais foram determinados por espectrofotometria de acordo com o método de Arnon (1949),
homogeneizando 0,1 g de tecido fresco em 80 % (v/v) de solugdo aquosa de acetona e
calculados com base nas equacdes descritas por Lichtenthaler (1987): clorofila a = 12,72 x
Ages — 2,59 x Agus; clorofila b = 22,88 x Agss — 4,67 X Ages € carotenoides = A partir dos
valores dos teores de clorofilas calculou-se a razdo entre os teores das clorofilas “a” e “b”
(Cloa/b) e o somatorio (Cloa+b).

As atividades das enzimas SOD, APX e CAT e o teor de carotenoides foram
realizados para averiguar a ativagdo do sistema antioxidativo. Para as atividades das enzimas
do sistema antioxidativo macerou-se 0,2 g de tecido fresco por amostra em nitrogénio (N)
liquido com a adigao de PVP e tampao fosfato de potassio pH 7,5 100 mM contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e ditiotreitol (DTT). O homogenizado foi foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 20 minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C. O sobrenadante
foi utilizado como extrato enzimatico para as andlises, as quais foram determinadas por
espectrofotometria utilizando espectrofotometro UV-vis.

A atividade da SOD foi obtida determinando a inibi¢do da reducdo fotoquimica do
nitro blue tetrazolium (NBT) pela enzima, seguindo a metodologia de Giannopolitis e Reis
(1977). Amostras contendo 3 mL da mistura reacional composta por 50 pL do extrato
enzimatico, tampao fosfato de potassio a 85 mM (pH 7,8), NBT a 75 uM, riboflavina a 5 uM,
metionina 13 a mM, EDTA 0,1 a mM, foram acondicionadas em tubos de vidro e expostas a
luz branca por 5 minutos. Posteriormente, as leituras foram efetuadas a 560 nm de
absorbancia. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima que inibiu 50 %
da formazana por grama de massa fresca.

A quantificagdo da atividade da APX foi realizada conforme Nakano e Asada (1981),
baseada no consumo do ascorbato, através da medida da variacao da absorbancia a 290 nm de
uma solugdo reacional contendo 75 pL do extrato enzimatico, 1335 puL de tampao fosfato de
potassio a 0,05 M (pH 6,0), 75 uL de &cido ascorbico a 0,01 M e 15 pL de H,O, a 0,1 M.

A atividade da CAT foi obtida com base na metodologia descrita por Berrs e Sizer
(1952), pelo declinio da absorbancia do H,O, consumido a 240 nm, de uma solugdo composta
por 25 pL do extrato enzimatico, 1390 puL de tampdo fosfato de potassio a 0,01 mM (pH 7,0)
e 50 pL de H,0, 2 0,5 M.

Adotou-se um esquema fatorial 2 x 2, considerando dois fendtipos (com e sem
tricomas) e dois regimes hidricos (controle e suspensdo de rega), o que gerou quatro
tratamentos para cada periodo. As unidades experimentais, constituidas por uma planta por
vaso, foram dispostas em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes. O
dados foram submetidos a analise da varidncia (ANOVA), e as médias comparadas pelo teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) foram
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calculados para as combinacdes entre todas as variaveis. As andlises estatisticas foram

realizadas utilizando o softwere SISVAR 5.6.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento de suspensdo de rega durante 60 dias causou redu¢do na producdo de

biomassa das plantas submetidas ao estresse. O déficit hidrico ndo afetou as plantas com e

sem tricomas de maneira distinta, pois, diferente comportamento ocorreu apenas no acumulo

de biomassa das plantas mantidas com rega continua até os 105 dias, quando a faveleira sem

tricomas apresentou mais biomassa seca na parte aérea € menos na raiz, em relacdo a plantas

com tricomas (Figura 1).
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Figura 1. Biomassa seca: parte aérea (A) e raizes (B) aos 60 dias apos o inicio dos
tratamentos; parte aérea (C) e raizes (D) aos 105 dias apds o inicio dos tratamentos (45 dias
apos o retorno da rega) de mudas de Cnidosculus quercifolius Pohl com e sem tricomas
submetidas a dois regimes hidricos (controle e suspensdo de rega). Letras mintsculas iguais
nao diferem estatisticamente entre as plantas com e sem tricomas, € as maiusculas nao
diferem entre os tratamentos, pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A reducdo da biomassa atrelada aos baixos teores de agua ¢ um comportamento
comum em plantas sob déficit hidrico. Neste caso, para evitar perda de dgua por transpiracdo
algumas plantas adotam a restri¢do da abertura estomatica o que dificultam a difusdo de CO;
para o interior da folha, o que limita a geracao de carboidratos pela fotossintese, € como
consequéncia, reduz o acimulo de biomassa (SIMOVA-STOILOVA; VASSILEVA;
FELLER, 2016).

Embora o retorno da rega ndo tenha proporcionado a recuperacdo completa da
biomassa seca das plantas, incrementos de aproximadamente 85 % da biomassa seca da parte
aérea e de 72 % da biomassa seca da raiz, em comparacdo com as plantas sob suspensao de
rega, indicam que estas plantas estio em fase de recuperagdo, apds serem expostas ao
estresse. Essa recuperagdo do incremento da biomassa seca nestas plantas, demonstra o
retorno das atividades metabodlicas envolvidas com o crescimento como indicativo de
recuperac¢ao do estresse (Figura 1).

A suspensdo da rega promoveu menores percentuais de alocacdo de biomassa para as
raizes aos 60 dias em comparagdo com o tratamento controle. Este resultado foi mantido aos
105 dias apos o inicio dos tratamentos, periodo que representa 45 dias de retorno da rega nas

plantas sujeitas ao défit hidrico (Figura 2).
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Figura 2. Alocacdao de biomassa: parte aérea e raiz (A) aos 60 dias apds o inicio dos
tratamentos; parte aérea e raiz (B) aos 105 dias apos o inicio dos tratamentos (45 dias ap6ds o
retorno da rega) de mudas de Cnidosculus quercifolius Pohl submetidas a dois regimes
hidricos (controle e suspensdo de rega). Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre os
tratamentos, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

No periodo de retorno da rega (105 dias apds o inicio dos tratamentos) nas plantas do

tratamento SR o maior investimento em crescimento foi na parte aérea (62,6 %) e ndo nas
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raizes (37,4 %), em comparagdo com o periodo do estresse no qual essas plantas alocaram
48,1 % da biomassa para a parte aérea e 51,9 % para as raizes (Figura 1 C e F). Em plantas
tolerantes a seca o crescimento das raizes pode ser direcionado para proporcionar melhor
absor¢ao de dgua nas camadas superficiais do solo (BASU et al., 2016). Segundo Aloufa e
Moura (2016) as raizes da faveleira alcancam pouca profundidade como estratégia para
favorecer a captacdo dos pequenos volumes de agua superficiais das primeiras chuvas, apos
periodos de seca na Caatinga. Neste sentido, os autores relatam que este comportamento
impulsiona o rapido desenvolvimento de novas folhas na faveleira no inicio dos periodos
chuvosos. Estas observagdes também sugerem que a maior alocagcdo de biomassa para a parte
aérea com o retorno da disponibilidade hidrica nas plantas do presente experimento ¢ reflexo
da capacidade de rapida recuperagdo do estresse hidrico apresentada pela faveleira (Figura 2).

Nas plantas expostas aos 60 dias de suspensdo de rega foi evidenciado efeito negativo
do déficit hidrico no TRA. Apds periodo de reidratagao, esse efeito foi eliminado pelo retorno

da disponibilidade hidrica nestas plantas (Tabela 1).

Tabela 1. Médias do teor relativo de agua (TRA), taxa de extravasamento de eletrolitos (EE)
e percentual de integridade absoluta de membrana (PIA) em plantas de Cnidosculus
quercifolius Pohl submetidas a dois regimes hidricos (controle e suspensao da rega) em dois

periodos de avaliagdo (60 e 105 dias)

Tratamentos TRA (%) EE (%) PIA (%)
60 dias apds o inicio dos tratamentos

Controle 82,1a 18,5b 81,5a
Suspensdo de rega 71,4 Db 23,6 a 76,4 b
CV% 5,5 3,3 0,9

105 dias apds o inicio dos tratamentos ------------------

Controle 79,2 a 20,8 a 81,6 a
Suspensao de rega 76,4 a 18,4 b 79,2 b
CV % 3,4 8,5 2,1

M¢dias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p <

0,05).

A disponibilidade de dgua ¢ um dos fatores chave para a manuten¢@o das atividades
metabolicas e da turgescéncia celular, e assim como o CO,, representa um componente
primordial para o crescimento em plantas (BARTLETT; SCOFFONI; SACK, 2012; KLUGE;
TEZOTTO-ULIANA; DA SILVA, 2015). Neste caso, os maiores valores de TRA,
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acompanhados do incremento na biomassa seca nas plantas irrigadas, no presente estudo,
indicam a influéncia positiva da hidratagio na manutencdo do crescimento dessas plantas
(Tabela 1 e Figura 1). Redug¢do no conteudo relativo de agua foi verificada também em
plantas de Jatropha curcas expostas ao estresse hidrico (ARCOVERDE et al., 2014;
MOURA et al., 2016). Arcoverde et. al., (2014) também verificaram posterior recuperacao
das plantas de J. curcas quando passaram a ser reidratadas, apds periodo de estresse hidrico.
Estes autores relataram que houve influéncia do maior contetdo relativo de 4gua na
manuten¢do do crescimento das plantas irrigadas.

A integridade das membranas foi afetada negativamente pela suspensdo da rega, o que
pode ser percebido pelo aumento do EE e reducdo do PIA (Tabela 1). Neste tratamento, forte
correlacdo positiva entre o PIA e o TRA (r = 8,0) foi detectada. Estes resultados indicam que
a desidratacdo nestas plantas foi suficiente para influenciar na ocorréncia de danos nas
membranas celulares dos tecidos (Tabela 1). Segundo Pimentel et al., (2002), menores
percentuais de integridade absoluta de membrana (PIA), indicam maior taxa de liberagdo de
eletrélitos, o que corrobora com os resultados obtidos no presente experimento. Este tipo de
resposta ¢ um sinal de ruptura das membranas celulares, o que pode ser promovido por
peroxidagdo lipidica provocada por danos oxidativos em plantas sob estresses abiOticos
(DEMIDCHIK, 2015). Em plantas de Myracrodruon urundeuva, espécie da Caatinga, foi
observada redu¢do dos PIA quando as plantas foram submetidas ao déficit hidrico, em
comparagao com as irrigadas diariamente (MARIANO et al., 2009). Assim como a faveleira,
embora a espécie seja tolerante a seca, a integridade das membranas ¢ comprometida,
caracterizando os efeitos do estresse hidrico (Tabela 1).

Embora o TRA tenha aumentado com o retorno da rega por 45 dias, a hidrata¢do das
plantas até este periodo ndo foi suficiente para promover a recuperacdo completa da
integridade das membranas nas plantas sob estresse. Contudo, foi observada uma queda de 6,3
% no PIA nas plantas sujeitas aos 60 dias de suspensdo de rega em comparagdo com as
plantas irrigadas durante este periodo. Durante 45 dias do retorno da rega (aos 105 dias apds o
inicio dos tratamentos), essa queda reduziu para menos da metade (2,9 %) (Tabela 1). Estes
resultados indicam que as plantas reidratadas se encontravam em fase de recuperagdo da
integridade das membranas.

A suspensdo do fornecimento de dgua ndo afetou os teores de clorofila b e clorofilas
a+b, mas, provocou diminui¢ao nos teores de clorofila “a” e na razao entre as clorofilas “a” e

“b” e elevagdo no teor de carotenoides nas plantas (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias dos teores de clorofila “a” (Cloa), clorofila “b” (Clob), clorofilas a+b
(Cloa+b) e de carotenoides (Car) e relagdo entre as clorofilas “a” e “b” (Cloa/b) em plantas
de Cnidosculus quercifolius Pohl, submetidas a dois regimes hidricos (controle e suspensdo

da rega) em dois periodos de avaliagdo (60 e 105 dias)

Tratamentos Cl.? a Cl_? b Cloa/b Cloﬁ b C_e}r
(mg.g” MF) (mg.g” MF) (mg.g” MF) (mg.g” MF)
----------------- 60 dias apos o inicio dos tratamentos =----------------
Controle 225a 10,3 a 23a 32,8 a 0,456 b
Suspensdo de rega 18,6 b 12,5a 1,5b 31,1a 0,599 a
CV% 9,0 19,7 26,4 9,1 15,6
----------------- 105 dias ap6s o inicio dos tratamentos ------—--------—
Controle 21,7 a 12,7 a 19a 34,6 a 0,455a
Suspensio de rega 22,0 a 12,2 a 1,9a 343a 0,454 a
CV% 13,3 25,4 31,2 8,7 10,6

Meédias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05)

A Chl a participa de reagdes fotoquimicas no primeiro estdgio do processo
fotossintético. Em plantas submetidas ao estresse hidrico a dissipagao fotoquimica da energia
luminosa ¢ limitada e o acumulo dessa energia promove a formagdo de ROS (SOFO et al.,
2015). Assim, nas plantas expostas a 60 dias de suspensdo de rega, a queda no teor de Cloa
pode ter ocorrido para diminuir a captacdo de energia luminosa direcionada para a
fotossintese, como protegao contra estresse oxidativo (Tabela 2).

A queda no teor de Cloa proporcionou menor relacdo Cloa/b nas plantas submetidas
aos 60 dias de déficit hidrico. Posteriormente, quando estas plantas voltaram a ser irrigadas
(aos 105 dias), os valores médios do teor de Cloa e da relacdo Cloa/b equipararam-se aos do
tratamento controle (Tabela 2). O decaimento da relacao Cloa/b envolve diferentes processos,
os quais podem ser estimulados pelo estresse hidrico, como a degradacdo das clorofilas
(HORTENSTEINER; KRAUTLER, 2011), a sintese da Clob a partir da Cloa, a qual ocorre
no ciclo da clorofila na presenga de NADPH (TRIPATHY; PATTANAYAK, 2012), o
balanco na estequiometria entre o PSI e PSII e o ajustamento do tamanho do complexo de
antenas do PSII (ESTEBAN et al., 2015). Avaliando plantas de J. curcas expostas a seca,
Sapeta et al. (2016) também destacaram a sintese de Clob como principal causa na redu¢do da
relacdo Cloa/b. Estes autores associaram a regulacdo negativa de uma enzima do ciclo da
degradacao da clorofila (CAO) com a rapida recuperagdo do aparato fotossintético depois que
as plantas foram reidratadas.

Danos no PSII em populagdes naturais de faveleira durante periodo de estiagem na

Caatinga foram observados por Oliveira et al. (2014), resultado que foi evidenciado pelos
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baixos valores médios da eficiéncia quantica fotossintética nestas plantas. Na presente
pesquisa, a redu¢do da relagdo Cloa/b sugere a ocorréncia da sintese de Clob a partir de Cloa
na faveleira, como estratégia de prote¢do do aparato fotossintético contra estresse oxidativo.
No final do periodo de retomada da rega (105 dias apds o inicio dos tratamentos), foi
observada recuperacao completa do aparato fotossintético das plantas de faveleira expostas ao
déficit hidrico, ja que ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos com relagdo aos
valores médios de Cloa, Clob, Cloa+b, relagdao Cloa/b e carotenoides (Tabela 2).

A suspensdo da rega provocou aumento no teor de MDA (Tabela 3), no EE, e menor
PIA (Tabela 1). Estes resultados evidenciam a ocorréncia de peroxidagdo lipidica, evento
caracterizado por danos oxidativos nas membranas celulares o qual pode ser ocasionado pelo
oxigénio singleto (‘O,), ROS que reage com seus acidos graxos das mabranas tornando-os
reativos e gerando o MDA como subproduto (DEMIDCHIK, 2015). A producéo do 'O, se d4
quando a limitacao nas taxas de fixacdo de carbono causa um desequilibrio no balango entre a
produgdo e o consumo de energia (dissipagcdo fotoquimica) em plantas em condi¢des de
estresse hidrico, provocando excesso de energia luminosa nos fotossistemas (PS). Esse
excesso pode ser dissipado em forma de calor (dissipagdo ndo fotoquimica) pelos
carotenoides para evitar a formacio do 'O, (ESTEBAN et al., 2015; TIAN et al., 2016). Este
evento foi observado na presente pesquisa com a elevacao no teor de carotenoides nas plantas
expostas a 60 dias de déficit hidrico, o que demonstrou a ativa¢ao do sistema antioxidante nao
enzimatico no combate aos efeitos deletérios do estresse oxidativo. Na ocasido o pigmento
demonstrou eficiéncia na dissipa¢dao nao fotoquimica do excesso de energia provocado pelo
déficit hidrico sob a clorofila a (Tabela 2). Em plantas de J. curcas, aumento nos teores de
carotenoides foi observado apenas quando as plantas foram submetidas a menores periodos de
exposicao ao estresse hidrico (4 dias) e declinio quando expostas a maiores periodos (8 dias )
(POMPELLI et al., 2010).

Nas plantas submetidas aos 60 dias de estresse hidrico, a atividade das enzimas SOD,
APX e CAT e o teor de MDA foram elevados, enquanto o teor de H,O, foi diminuido (Tabela
3).
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Tabela 3. Médias das atividades enzimaticas da superdxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e catalase (CAT) e teores de perdxido de hidrogénio (H,O,) e de
malondialdeido (MDA) em plantas de Cridosculus quercifolius Pohl, submetidas a dois

regimes hidricos (controle e suspensao da rega) em dois periodos de avaliagao (60 e 105 dias)

Tratamentos U S?\?F_ | (mnﬁ)fl)iisA. (pm((j)f‘l}qzoz. MDA 4 H,0, 4
g ) min’l.g MF) min’l.g MF) (nmol.g MF™) (pmol.g MF™)
60 dias apo6s o inicio dos tratamentos
Controle 328 b 19b 302 b 19b 30a
Suspensdo de rega 571 a 51a 525a 44 a 19b
CV % 20,2 19,1 30,7 32,1 23,1
105 dias apds o inicio dos tratamentos
Controle 239D 3la 289 b 1,2a 33a
Suspensdo de rega 415 a 22b 395a 0,7b 25b
CV % 37,1 26,9 27,9 32,1 18,8

Meédias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A SOD ¢ considerada a primeira linha de defesa contra ROS e atua na eliminacao do
radical superoxido (O,"), molécula moderadamente reativa, mas, potencialmente perigosa,
por participar da formagdo do radical hidrixila OH’, ROS causadora de efeitos deletérios em
proteinas, acidos nucléicos e membranas celulares (INUPAKUTIKA, et al., 2016). No
presente experimento, a elevacdo na atividade da SOD nas plantas sob estresse ocorreu,
provavelmente devido a limitagdo da captacao de CO, causada pelo fechamento estomatico
(Tabela 3). Quando isso ocorre, 0 NADPH ¢ acumulado durante o ciclo de Calvin e os
elétrons que seriam transferidos para o NADP no final da cadeia de transportes de elétrons na
fase fotoquimica, passa para o O, e forma (O,") (BARBOSA et al., 2014).

Na presente pesquisa, observou-se correlacao positiva entre SOD e APX (r = 0,8) ¢
correlacdo inversa entre APX e H,O, (r = -0,7) nas plantas submetidas a suspensdo de rega, o
que evidencia a agdo da APX no controle no teor de H,O, formado pela dismutagdo do O,"
pela a¢ao da SOD para minimizar os efeitos do estresse-melhorar (Tabela 3). Embora o H,0O,
nao seja um radical livre, possui grande potencial para causar danos oxidativos, uma vez que,
na presenga de ions metalicos como ferro e cobre, participa da formagdo do OH', uma das
ROS mais reativas e que pode ocasionar peroxidagdo lipidica (DEMIDCHIK, 2015). Apesar
da suspensdo total de rega por 60 dias no presente experimento, a faveleira demonstrou ter
sentido o estresse de forma moderada. A acdo da APX ¢ indicada como sinal de estresse
moderado. Este fato pode ser explicado pela maior afinidade da enzima por moléculas de
H;0,, j4 que a mesma ¢ ativada na presenca de baixas concentragdes da molécula (uM),

enquanto a CAT necessita de maiores concentracdes para ser ativada (mM) (BARBOSA, et
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al., 2014). Silva et al., (2015), avaliando plantas de J. curcas submetidas ao déficit hidrico,
enfatizaram o eficiente mecanismo da eliminacdo do H,O, exercido pela APX em defesa do
estresse hidrico moderado.

Embora a atividade da CAT tenha elevado nas plantas submetidas a suspensao de rega
(Tabela 3), nao foi observada correlagdo entre a atividade da enzima e o teor de H,O, (r = -
0,4). Esta alta atividade pode estar atrelada a elimina¢do do H,0O, gerado na via
fotorrespiratéria, uma vez que a enzima ¢ uma das principais eliminadoras do H,O, nesta via,
processo que ocorre em plantas expostas ao déficit hidrico, onde a concentragdo de CO, ¢
reduzida ativando a fun¢do oxigenase da enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase
(Rubisco) (SOFO et al., 2015; EISENHUT et al., 2017). Neste sentido, Silva et al., (2015)
destacaram o importante papel da fotorrespiracdo na prote¢do do aparato fotossintético em
plantas de J. curcas expostas ao déficit hidrico. Pompelli et al. (2010) também associaram a
alta atividade da CAT com a fotorrespiracao em plantas de J. curcas submetidas ao estresse
hidrico.

O estresse oxidativo provocado pelo excesso de ROS em plantas expostas a estresses
abioticos causa danos celulares que podem ser revertidos ou nao, o que depende do grau de
tolerancia do genotipo ou da espécie (SIMOVA-STOILOVA; VASSILEVA; FELLER,
2016). As plantas de faveleira, com e sem tricomas, demonstraram ser capazes de reverter os
sintomas do estresse pela acdo das enzimas antioxidantes SOD, APX e CAT, o que foi
evidenciado pela diminuicao do teor de MDA nas plantas reidratadas, indicando o declinio da
peroxidacdo lipidica (Tabela 3). Estes resultados podem ser reforcados pela recuperacao da
integridade das membranas, evidenciada pelo aumento do PIA nestas plantas (Tabela 1).
Pompelli et al., (2010) observaram aumento nas atividades das enzimas SOD, CAT e APX
quando plantas de J. curcas foram expostas ao estresse hidrico, e posterior declinio das
atividades quando reidratadas. O estresse hidrico também provocou elevacao no teor de MDA
na espécie, e posterior redugdo no contetido da molécula, quando as plantas foram reidratadas
(POMPELLI et al., 2010; ARCOVERDE et al., 2011). Estes autores apontaram a acgdo das
enzimas antioxidantes em combate a ROS para evitar a peroxidacao lipidica.

O alto conteudo de agua nas células durante o déficit hidrico em plantas tolerantes a
seca acarreta na manutencao de suas fun¢des metabolicas. Sapeta et al. (2013), consideraram
o intervalo entre 70-80 % de TRA elevado em plantas de J. curcas. Os autores apontaram a
influéncia destes valores de TRA na manutencao de altos niveis de hidrata¢ao nestas plantas,
mesmo quando elas se encontravam sob estresse hidrico. Assim, os valores médios de TRA
obtidos pela faveleira exposta ao déficit hidrico nas condi¢des do presente experimento

demonstram que o grau de desidratacdo nestas plantas ndo foi elevado o suficiente para afetar
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a manutencao do seu metabolismo celular, uma vez que as plantas conseguiram ativar os
sistemas antioxidantes enzimdtico e ndo enzimatico em defesa do estresse oxidativo como
estratégia de tolerancia ao estresse hidrico, o que infuenciou positivamente na capacidade da

faveleira em recuperar-se apds exposi¢cdo ao estresse.

CONCLUSOES

A estabilidade nos niveis de H,O, e de MDA pelas alteragdes nos sistemas de defesa
antioxidativo enzimatico e ndo enzimatico na faveleira, demonstram a capacidade da espécie
em combater o estresse oxidativo provocado por déficit hidrico, como respostas de tolerancia
a seca, o que contribui para a recuperagao do estresse hidrico na espécie. As respostas da
faveleira independente da presenca do carater tricomas, representam informagdes que podem
ser consideradas vantajosas para a recomendagdo da faveleira sem tricomas como lavoura
xerodfila, visando tanto o melhor aproveitamento da espécie pelas comunidades do semidrido
nordestino, bem como importantes para contribuir em planejamentos de programas de

melhoramento da espécie.
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RESUMO

A faveleira ¢ uma arborea, pioneira exclusiva das matas xerdfilas do Nordeste brasileiro e
devido as suas caracteristicas de resisténcia a seca e seus multiplos usos pelas comunidades
do semidrido nordestino, a espécie ¢ indicada para plantios em lavouras xerofilas. A espécie
possui tricomas urticantes que dificultam seu manuseio, mas, poucos individuos sem tricomas
ocorrem na natureza € podem ser utilizados para a melhor exploracdo dos potenciais da
espécie. Os mecanismos de tolerancia utilizados pela faveleira t€ém sido alvo de pesquisas e
geram informagdes importantes para programas de melhoramento. O objetivo desta pesquisa
foi avaliar respostas adaptativas de tolerancia, sobretudo o ajustamento osmoético ocasionado
pelo acamulo de solutos compativeis e as alteragdes dos sistemas de defesa antioxidante em
plantas de faveleira com e sem tricomas submetidas ao déficit hidrico. Para tanto, foram
consideradas duas abordagens: o efeito de solutos compativeis e as respostas das plantas ao
estresse oxidativo durante o crescimento inicial. O experimento foi realizado em casa de
vegetacdo na UFRPE. Mudas de faveleira com e sem tricomas foram cultivadas sob dois
regimes hidricos: rega a 80% da capacidade de pote (controle - C) até 105 dias e suspensdo de
rega (SR) até 60 dias com posterior reposicao de rega a 80% da capacidade de pote até o 105°
dia apos inicio dos tratamentos. O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 2 x 2 (dois fendtipos e dois regimes hidricos). Na primeira abordagem foram
avaliados altura da planta, didmetro do coleto e numero de folhas emitidas a cada 15 dias e
calculada a taxa de crescimento absoluto (TCA). Nesta pesquisa, para averiguar o cumulo de
solutos compativeis e seus efeitos, aos 60 e 105 dias foram avaliados potencial osmotico (‘'s)
e teores dos solutos compativeis, carboidratos soliiveis totais, sacarose, prolina e glicina
betaina. O déficit hidrico provocou reducdo no crescimento. A suspensdo da rega provocou
também a diminui¢do da emissdo de folhas, a qual demonstrou ser a varidvel mais sensivel
aos efeitos do déficit hidrico. A faveleira adotou como estratégia de tolerancia o ajuste
osmotico, o que foi evidenciado pela diminui¢do do Ws e elevacdo do acumulo de solutos
compativeis no tratamento SR. A espécie demonstrou ser acumuladora de glicina betaina,
uma vez que foi observado o acimulo do composto nas plantas expostas ao deficit hidrico.
Para os estudos acerca do estresse oxidativo, foram avaliadas biomassa seca da parte aérea e
das raizes, teor relativo de agua (TRA), percentagem de extravasamento de eletrolitos (EE),
percentual de integridade absoluta de membrana (PIA), teores dos pigmentos
fotossintetizantes, clorofilas “a” (Cloa) e “b” (Clob) e -carotendides (Car), teor de
malondialdeido (MDA), teor de peroxido de hidrogénio (H,O;) e as atividades das enzimas
superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT). O decréscimo
nas relagoes Cloa/b, no TRA e no PIA e elevagao no EE e nos teores de H,O, ¢ MDA
indicaram a ocorréncia de estresse oxidativo nas plantas expostas ao déficit hidrico. A
elevagao nos teores de carotenoides e nas atividades enzimaticas da SOD, APX e CAT nas
plantas sob estresse hidrico demonstram a ativagdo da defesa contra o estresse oxidativo
nestas plantas. A utilizagdo do ajustamento osmotico através do acumulo de solutos
compativeis e a ativa¢ao dos sistemas de defesa antioxidantes ndo enzimaticos e enzimaticos
foram estratégias adotadas pela faveleira como estratégias de tolerancia ao estresse hidrico
independente da presenga de tricomas na espécie.

Palavras-chave: Ajustamento osmético, Enzimas antioxidantes, Faveleira



ABSTRACT

Faveleira is an arboreal species, an exclusive pioneer of the xerophilous forests of Brazilian
Northeast. Due to its characteristics of resistance to drought and multiple uses by
communities of the northeastern semi-arid region, the species is indicated for plantations in
xerophilous cultivation. The faveleira has stinging trichomes that hinder its handling, but few
individuals without trichomes occur in nature and can be used to better exploit the species'
potentials. The tolerance mechanisms used by the faveleira have been the subject of
researches that generate important information for breeding programs. Thus, the aim of this
research was to evaluate adaptive tolerance responses, mainly the osmotic adjustment caused
by the accumulation of compatible solutes and the alterations of the antioxidant defense
systems in faveleira plants with and without trichomes submitted to water deficit. For this,
two approaches were considered using the two phenotypes: the effect of compatible solutes
and the plant responses to oxidative stress during initial growth. The experiment was carried
out in a greenhouse at UFRPE. Faveleira seedlings with and without trichomes were
cultivated under two water regimes: watering at 80% of the pot capacity (C - control) up to
105 days and irrigation suspension (SR) until 60 days and later watering replacement at 80%
of the pot capacity until the 105th day after starting the treatments. The statistical design was
completely randomized in factorial arrangement (two phenotypes and two water regimes).
The first approach was to evaluate plant height, stem diameter and number of leaves emitted
every 15 days, and the absolute growth rate (TCA) was calculated. In this research, to
evaluate the accumulation of compatible solutes and their effects, at 60 and 105 days, the
osmotic potential (Ws) and the contents of the compatible solvents total soluble carbohydrates,
sucrose, proline and glycine betaine, were evaluated. The water deficit caused a reduction in
growth. The suspension of irrigation also caused a decrease in leaf emission, which proved to
be the most sensitive variable to the effects of the water deficit. The faveleira adopted as a
tolerance strategy the osmotic adjustment which was indicated by decrease of Ws and
elevation of the accumulation of compatible solutes in the SR treatment. The species was
shown to be glycine betaine accumulator, since the accumulation of the compound in plants
exposed to the water deficit. For the studies on oxidative stress, dry shoot and root biomass,
relative water content (TRA), percentage of electrolyte extravasation (% EE), percentage of
absolute membrane integrity (PIA), pigment contents Photosynthesizers, chlorophyll a (Chla)
and b (Chlb) and carotenoids (Car), malondialdehyde content (MDA), hydrogen peroxide
(H20;) content and enzyme activities superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase
(APX) and catalase (CAT). The decrease in Cloa / b, TRA and PIA ratios and elevation of EE
and H202 and MDA levels indicated the occurrence of oxidative stress in plants exposed to
water deficit. The elevation carotenoids levels and in the enzymatic activities of SOD, APX
and CAT in plants under water stress demonstrate the activation of the defense against
oxidative stress in these plants. The use of osmotic adjustment through compatible solutes
accumulation and activation of non enzymatic and enzymatic antioxidant defense systems
were strategies adopted by faveleira as stress tolerance strategies independent of the presence
of trichomes in the species.

Keywords: Osmotic adjustment, Antioxidant enzymes, Faveleira.
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1 INTRODUCAO GERAL

Cnidoscolus quercifolius Pohl é uma Euphorbiacea arborea xerodfita, pioneira e de
rapido crescimento capaz de vegetar em solos secos, sob baixos indices pluviométricos por
longos periodos e estd frequentemente exposta a fortes irradiacdes em ambientes semidridos
(DUQUE, 2004; MELO; SALES, 2008). A faveleira, como ¢ conhecida em quase todo o
Nordeste brasileiro, representa grande potencial econdmico, social e ecolégico para a regido
semidrida, onde se destaca por sua multiplicidade de usos. Neste contexto, a espécie apresenta
potencial etnomedicinal, energético (BELTRAO; OLIVEIRA, 2007; MELO-BATISTA;
OLIVEIRA, 2014), alimenticio e forrageiro (BELTRAO; OLIVEIRA, 2007; SOUZA et al.,
2012).

A presenga de tricomas urticantes na faveleira pode dificultar o manuseio ¢ a
utilizagcdo da sua matéria fresca como forragem, limitando a exploragdo dos seus potenciais
(MELO; SALES, 2008). Alguns individuos sem tricomas, entretanto, sdo encontrados em
baixa frequéncia em populagdes nativas e podem favorecer a exploragdo dos potenciais da
espécie. Nesta perspectiva, a introdugdo da faveleira com e sem tricomas como lavoura
xerofila e o aumento da frequéncia génica do carater sem tricomas sdo apontados como
alternativas para a melhor exploracao do potencial agronomico da espécie (CANDEIA et al.,
2010; ALOUFA MEDEIROS et al.,, 2016) e para a sua insercio em programas de
melhoramento de plantas ¢ importante que se tenha o conhecimento a respeito das estratégias
utilizadas pela espécie frente a escassez hidrica.

Devido a importancia da faveleira, algumas pesquisas tém sido realizadas na tentativa
de ampliar os conhecimentos acerca das estratégias de tolerdncia utilizadas pela espécie
(SILVA et al. 2005; ARRIEL et al. 2006; OLIVEIRA et al. 2014; MEDEIROS et al. 2013). O
interesse pelas vantagens da faveleira sem tricomas também tém incentivado a realizacdo de
pesquisas envolvendo esse fendtipo (VIANA; CARNEIRO, 1991; RIBEIRO-FILHO et al.
2007; SALES et al. 2008; CANDEIA et al. 2010; CAVALCANTE; BORA, 2010;
CAVALCANTI et al. 2011; OLIVEIRA et al. 2012). No entanto, as pesquisas sobre a
tolerancia da faveleira ao estresse, principalmente a do fendtipo sem tricomas ainda sdo
escassas.

Na regido semidrida brasileira, as condi¢des climaticas sdo representadas pelo clima
tropical seco, onde a evaporacdo excede a precipitacdo e ocorrem chuvas sazonais em baixa
frequéncia e curtos periodos em anos alternados. Esses fatores promovem a baixa
disponibilidade hidrica na regido e t€ém sido agravados pelas mudancas climaticas decorrentes
do acimulo de gases de efeito estufa na atmosfera. Contudo, a vegetacdo predominante neste
ambiente possui caracteristicas adaptativas de tolerancia a seca e apresentam alto grau de
xerofitismo (FRANCISCO, 2013; SILVA et al., 2014; MORAIS et al., 2015; FELLER,
2016).
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Os mecanismos de tolerancia ao estresse em plantas envolvem modificagdes tanto no
desenvolvimento e nas taxas de crescimento, como respostas fisiologicas das plantas e
culminam em alteragdes no metabolismo celular. A producdo de compostos osmorreguladores
¢ um exemplo de resposta fisioldgica que envolve alteragdes bioquimicas no metabolismo
celular de plantas expostas ao estresse. Um dos mecanismos fisioldgicos mais eficazes no
enfrentamento de plantas ao estresse hidrico, o ajustamento osmotico ocorre através do
acumulo de solutos compativeis com o metabolismo celular tais como agucares soluveis,
prolina, glicina betaina, entre outros. Este processo evita a perda de agua por aumentar o
potencial osmético da célula, promovendo assim, a homeostase osmotica (WANI et al., 2013;
VAN-DEN-ENDE; EL-ESAWE, 2014; SAMI et al., 2016).

Além da osmorregulacdo, os solutos compativeis podem exercer outras fun¢des como
¢ o caso da glicina betaina a qual apresenta fun¢cdo de protecdo de membranas e de
macromoléculas ¢ na defesa contra o estresse oxidativo (GIRI, 2011; ROYCHOUDHURY;
BANERIEE, 2016). Neste sentido, algumas plantas sdo classificadas como acumuladoras de
glicina betaina como caracteristica de tolerancia a estresses abioticos (WANI et al., 2013). A
prolina também exerce outras fungdes envolvidas com a tolerancia ao estresse hidrico, como
estabilidade de estruturas protéicas e eliminagdo de radicais livres (HOSSAIN; et al., 2014 ;
KISHOR et al., 2015; KHAN et al., 2015; DAWOOD, 2016).

A exposicdo de plantas ao déficit hidrico pode resultar em perturbagdes em
componentes celulares, as quais sdo provocadas pelo desequilibrio entre a geracao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a producdo de compostos antioxidantes. ROS como oxigénio
singleto ('0,), radical superoxido (O,”), perdxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxila
(HO"), sdo capazes de provocar estresse oxidativo, o qual carcateriza-se por danos oxidativos
em macromoléculas e estruturas celulares (CAVERZAN et al., 2016).

Para evitar ocorréncias de danos oxidativos, as plantas sdo capazes de ativar o sistema
de defesa enzimatico através de alteragdes nas atividades de enzimas como superdxido
dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6), ascorbato peroxidase (APX, EC
1.11.1.1), glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2), as peroxidases (POD, EC 1.11.1) e nao
enzimatico pela regulacdo de compostos como glutationa (GSH), acido ascorbico (AsA), a-
tocoferol (vitamina E), carotendides entre outros (SOFO, et al., 2015; CAVERZAN et al.,
2016). Assim, os niveis de produtos do estresse oxidativo como MDA e a avaliagdo do
balango entre os niveis de ROS e as atividades das enzimas do sistema antioxidante
representam importante ferramenta para entender as resposta das plantas em defesa do
estresse oxidativo. Diante do exposto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar respostas
adaptativas de tolerancia, sobretudo o ajustamento osmotico ocasionado pelo actiimulo de
solutos compativeis e as alteragdes dos sistemas de defesa antioxidante, em plantas de

faveleira com e sem tricomas submetidas ao déficit hidrico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas botanicas e importancia socioeconémica da faveleira

C. quercifolius Pohl pertence a familia Euphorbiaceae, subfamilia Crotonoideae e
género Cnidoscolus, o qual possui nimero de cromossomos n = 18 ou 2n = 36 (MELO;
SALES, 2008). Conhecida como faveleira em grande parte do Nordeste, ¢ uma espécie
mondica e apresenta protoginia, um tipo de dicogamia que dificulta a autopolinizagdo, o que a
leva a ser considerada preferencialmente aldégama, embora possa conservar certo grau de
autocompatibilidade (SILVA et al., 2006). A inflorescéncia ¢ do tipo cimeiras axilares com
flores brancas e o fruto, do tipo capsula tricoca, ¢ deiscente e recoberto por tricomas
urticantes (MEDEIROS, 2013).

A faveleira pode apresentar-se como arbusto, arvoreta ou arvore e chega a alcancar
entre 8 a 12 m de altura. E uma espécie decidua, heliéfila, seletiva higrofita, pioneira e
exclusiva das matas xer6fitas do Nordeste brasileiro, onde ocorre com elevada frequéncia e
irregular dispersdo e consegue vegetar em areas de solo seco, pedregoso e sem hiimos, em
condi¢des pluviométricas abaixo de 600 mm anuais de precipitagdo e exposta a fortes
irradiagdes (DUQUE, 2004; MEDEIROS, 2013). Sua distribuicdo geografica abrange os
estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e
Bahia (MELO; SALES, 2008).

Dotada de grande resisténcia a seca, dentre outras espécies da Caatinga, a faveleira ¢
indicada para plantios em lavouras xerofilas, por possuir caracteristicas como acumulo de
reservas, sobrevivéncia aos anos de escassez hidrica e ainda assim, apresentar safras continuas
(DUQUE, 2004). Em plantios realizados em areas caracterizadas por altas intensidades de
aridez em meio a Caatinga, Medeiros (2013) ressalta a viabilidade da espécie para
repovoamento de areas degradadas com fins econdmicos.

O bioma Caatinga foi apontado pelo MMA (Ministério do Meio Ambiente) como area
prioritaria para a conservacdo da biodiversidade. O nivel de prioridade foi considerado com
base em trés critérios de importancia: social, econdmico e ambiental. O 6rgdo deu énfase a
necessidade do uso sustentavel do bioma, onde algumas espécies estdo listadas como alvo.
Neste contexto, a faveleira estd inserida como uma das espécies de alta prioridade, embora
muitas vezes o potencial que a espécie oferece nao seja bem aproveitado (PAREYN, 2010).
Assim, o aproveitamento dos potenciais socioecondmicos e ambientais da espécie ¢ apontado
como estratégia para promover o desenvolvimento sustentdvel do semiarido do Nordeste

brasileiro (ALOUFA; MEDEIROS, 2016).
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As espécies da familia Euphorbiaceae estdo entre as utilizadas com mais frequéncia
pelas comunidades na regido semidrida brasileira e destacam-se tanto pelos seus multiplos
usos como pela quantidade de espécies utilizadas, incluindo as do género Cnidoscolus
(CREPALDI, et al., 2016). Neste cenario, a faveleira estd inserida por apresentar potencial
etnomedicinal, energético, alimenticio e forrageiro, além de ser utilizada em construgdes
residenciais € como matéria prima para producdo de biodiesel (BELTRAO; OLIVEIRA,
2007; FERRAZ et al., 2012; SOUZA, et al., 2012; MELO-BATISTA; OLIVEIRA, 2014). A
faveleira apresenta riqueza nutricional caracterizada por altos valores proteicos € minerais em
varias partes da planta. As sementes, além de apresentarem riqueza proteica e nutricional,
também sdo ricas em carboidratos e delas ¢ extraido um 6leo comestivel com propriedades
comparadas com as do azeite de oliva (CAVALCANTI et al., 2009; CAVALCANTI; BORA,
2010; RIBEIRO-FILHO, et al., 2011).

Apesar dos multiplos usos pelas comunidades do semiarido brasileiro, a faveleira
possui uma caracteristica indesejavel que € a presenca de tricomas urticantes. Localizados em
quase todas as partes vegetativas e florais, os tricomas provocam fortes dores quando entram
em contato com a pele, podendo causar urticarias e até¢ desmaios (MELO; SALES, 2008).
Nessas estruturas estdo presentes também substancias antinutricionais que limitam o uso da
matéria fresca da faveleira como forragem (CANDEIA, et al, 2010). Assim, a auséncia de
tricomas pode facilitar o manuseio da planta possibilitando sua melhor utilizagdo e consumo.

Na natureza sdo encontrados alguns exemplares de faveleira sem tricomas, mas em
baixa frequéncia. Estes individuos podem ser aproveitados para a introdug¢do da cultura
através de programas de melhoramento visando o aumento da frequéncia do carater sem
tricomas em populacdes de polinizacdo aberta. Neste sentido, plantas de faveleira sem
tricomas sao indicadas para serem cultivadas isoladamente nessas populagdes, com o intuito
de obter sementes melhoradas para a auséncia do carater tricomas. As progé€nies dessas
populacdes podem ser utilizadas em programas de melhoramento para o aproveitamento de
outras caracteristicas e para ampliar o potencial so6cio-econémico da cultura através do seu
aproveitamento agricola (CANDEIA et al., 2010; ALOUFA; MEDEIROS, 2016).

Programas de melhoramento empregados em populagdes de cruzamento aberto,
objetivando o aumento da frequéncia génica de caracteres de interesse, impulsionam a
elevagdo da homozigose nas progénies, podendo gerar depressdo endogamica, fendmeno que
compromete o desempenho fisiologico em plantas. A depressao endogamica € caracterizada
pela perda de vigor de descendentes, ocasionada pelo cruzamento entre parentais
estreitamente relacionados e pode ocorrer por duas vias, ambas envolvidas com o aumento

nos niveis de homozigozidade: elevacdo do numero de alelos recessivos deletérios e
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diminui¢do de alelos que expressam vantagens heterozigoticas (CHARLESWORTH;
WILLIS, 2009).

Algumas pesquisas tém voltado a atencdo para o entendimento da tolerancia da
faveleira ao estresses hidrico e tém sido direcionada para auxiliar programas de melhoramento
da espécie. Em estudo acerca da tolerancia ao estresse hidrico e divergéncia genética de
faveleira, Arriel et al., (2006) constataram que a reducdo na disponibilidade hidrica afetou
negativamente todos os caracteres de crescimento, € que estes contribuem pouco para a
divergéncia entre familias de faveleira frente ao estresse. Oliveira et al. (2014), avaliando a
eficiéncia fotoquimica do fotossistema II e potencial hidrico em faveleira em periodos
chuvosos e secos na Caatinga, atrelaram o ajustamento osmotico utilizado pela espécie para
minimizar os efeitos da seca aos menores valores do potencial hidrico. Em investiga¢ao
realizada por Medeiros et al. (2013) acerca de estratégias de tolerancia a seca em faveleira, foi
enfatizada a resisténcia da espécie a intempéries do ambiente semiarido, devido a sua
capacidade de recuperar-se rapidamente mediante a ocorréncia de baixos indices

pluviométricos apods periodos de seca severa.

2.2 Estratégias de toleriancia ao estresse hidrico em plantas

O estresse biologico ¢ de definicdo ainda complexa na literatura. Lichtenthaler (1998)
refere-se ao termo “estresse” como uma disfuncdo no metabolismo, crescimento ¢
desenvolvimento de plantas, ocorrida por uma condi¢ao desfavoravel provocada por fatores
naturais ou antropogénicos. Ja Vince e Zoltan (2011) consideram o estresse um efeito adverso
na fisiologia ou uma disfuncdo metabdlica da planta, provocado por mudangas repentinas na
condicdo ambiental 6tima, o que pode chegar a provocar uma perturba¢do na homeostase
celular.

O desvio de determinada condi¢do d6tima pode também ndo resultar em estresse.
Segundo Soni et al. (2014), o estresse pode ser visto como uma alteragdo da condigao
fisiolodgica, causada por um desequilibrio provocado por fatores externos. Os autores também
consideram que a “tensdo” ¢ uma alteracdo fisica ou quimica provocada por algum tipo de
estresse e pode desencadear respostas que variam desde alteragdes na expressao de genes € no
metabolismo celular at¢ mudangas no crescimento e na produtividade das plantas. Assim, o
tipo de resposta desencadeada por plantas em condicdo de estresse pode ser definido de
acordo com a duragdo e a gravidade imposta pelo agente estressor (SONI et al., 2014).

Para se defender dos efeitos negativos causados pelo estresse hidrico as plantas

possuem adaptacdes envolvidas como trés estratégias: 1- escape a seca, estratégia utilizada
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para evitar a exposicdo ao estresse, na qual as plantas aceleram a reproducdo e o
desenvolvimento finalizando o seu ciclo de vida antes da chegada do periodo seco, garantindo
dessa forma a perpetuacdo da espécie; 2 - prevencdo da seca, utilizada para evitar a
desidratacao durante periodos transitorios de seca e pode ocorrer através da eficiéncia do uso
da 4gua, reducdo da transpiragdo, limitacdo do crescimento vegetativo e regulacdo do
crescimento radicular; 3 - tolerancia a seca, caracteristica presente em plantas para suportar as
condi¢des estressantes. Neste caso as plantas realizam altas atividades metabolicas quando
expostas a estresses moderados, e baixas sob estresse severo (KOOYERS, 2015). Neste
sentido, o ajustamento osmoético pelo acimulo de moléculas osmorreguladoras e a
autorregulacdo de enzimas de defesa antioxidante que agem na eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), representam modificagdes fisiologicas e metabolicas utilizadas
como estratégias de tolerancia ao estresse (KOOYERS, 2015; SIMOVA-STOILOVA, et al.,
2016).

O estresse hidrico ¢ comumente sentido pelas plantas, por longos ou curtos periodos
na natureza. Contudo, as plantas possuem mecanismos adaptativos em resposta ao estresse
que garantem seu crescimento e/ou sobrevivéncia durante a escassez de agua e sua posterior
recuperagdo. Neste caso, as plantas, como organismos sésseis, para evitar as intempéries do
ambiente necessitam adaptar-se por meio de mecanismos evolutivos eficazes para evitar ou
reduzir possiveis danos causados por tensdes provocadas por mudancas climaticas (ARVE et
al., 2011).

A tolerancia das plantas ao estresse refere-se a sua aptidao para enfrentar um ambiente
desfavoravel. Essa adaptagdo ao estresse ambiental ¢ refletida em uma gama de eventos
interligados que ocorrem em diferentes niveis de organizacdo, desde modificagdes
morfologicas até respostas que envolvem alteragdes no metabolismo celular (SALEHI-
LISAR; BAKHSHAYESHAN-AGDAM, 2016). Segundo Simova-Stoilova et al. (2016), o
desempenho global de plantas tolerantes a seca no inicio do estresse moderado, pode decair
mais do que o das plantas sensiveis, porém, a recuperacao do estresse nos genotipos tolerantes
pode ocorrer de forma mais rapida. Isso se deve ao decréscimo nas atividades fisiologicas
dessas plantas durante o estresse, evento que pode ampliar suas chances de sobrevivéncia
apos a fase do estresse.

Caracteristicas como alongamento e ramificagdo de raizes, assim como a sua
capacidade de adquirir e liberar nutrientes, podem ser consideradas como importantes
parametros de selegdo de plantas tolerantes ao estresse hidrico. A dinamica do crescimento
nas raizes em plantas tolerantes da-se de diferentes formas. Algumas espécies tolerantes

promovem o alongamento das raizes para melhorar a capta¢do de aguas profundas como
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resposta ao déficit hidrico. No entanto, algumas espécies podem nao alongar e até reduzir as
taxas de crescimento das raizes para uma melhor captagdo da agua presente nas camadas
superficiais do solo. Assim, a dindmica do crescimento das raizes em plantas tolerantes
depende de modificagdes climaticas durante o periodo de seca (SIMOVA-STOILOVA et al.,
2016).

Mudancas morfoldgicas e anatomicas nas folhas também estdo correlacionadas com o
estresse hidrico na maioria das espécies. Caracteristicas como, redu¢do no tamanho das folhas
e no numero de estOmatos, regulacao da abertura estomatica, espessamento das paredes
celulares de tecidos foliares, subdesenvolvimento de sistemas condutores, cutinizagdo da
superficie foliar, submersdo de estomatos, sdo exemplos de alteracdes morfoanatdmicas que
podem ocorrer em plantas como respostas a condigdes de estresse hidrico (LISAR et al.,
2012; SIMOVA-STOILOVA et al.,, 2016). Para resistir a dessecacdo, plantas tolerantes
podem desenvolver alteragdes estruturais relacionadas a sua capacidade para armazenar e
diminuir a perda de dgua, conhecida como eficiéncia do uso da agua. Assim, modificagdes
anatomicas como a presenca de ceras cuticulares na superficie foliar podem melhorar o uso da
adgua e amenizar a transpiracao, bem como prevenir fotoinibicdo através do aumento da
reflectancia foliar (DE-MICCO; ARONNE, 2012).

Em plantas expostas a condi¢des de estresse hidrico, o potencial hidrico e o turgor
celular podem sofrer redugdo suficiente para perturbar as fun¢des normais da célula. Quando
o estresse € resultante de uma perda moderada de dgua, pode levar ao fechamento estomatico,
limitando as trocas gasosas. A desidratacdo por perdas mais intensas de agua pode provocar
rupturas em estruturas celulares como membranas e afetar o seu metabolismo podendo
degradar enzimas e levar a neutralizagdo de importantes reagdes metabolicas até provocar
morte celular (SONI et al., 2014).

Essencial para a manutencdo da turgescéncia, a agua ¢ absorvida quando o potencial
hidrico da planta ¢ menor que o do solo (SILVA et al., 2014). A manutencdo da turgescéncia
celular através do ajustamento osmotico ¢ um dos mecanismos fisioldgicos mais eficazes em
plantas submetidas ao estresse hidrico. O acumulo de compostos osmorreguladores ou solutos
compativeis com o metabolismo celular evita a perda de 4gua por aumentar o potencial
osmotico da célula, promovendo assim, a homeostase osmotica através do equilibrio hidrico
entre o citosol ¢ o ambiente externo (WANI et al., 2013; VAN-DEN-ENDE; EL-ESAWE,
2014; SAMI et al., 2016). Estes compostos podem ser encontrados na natureza em varias
classes: agucares soluveis como sacarose, glicose e frutose, polidis como manitol e sorbitol,
aminodcidos como a prolina e composto quaternario de amonio, principalmente a glicina

betaina (DAWOOD, 2016; HELD, SADOWSKI, 2016; ROYCHOUDHURY; BANERIJEE,
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2016).

A glicina betaina ¢ um dos mais abundantes compostos quaterndrios de amodnio
acumulados em plantas superiores em resposta a estresses abidticos como o seca, alta
salinidade, temperaturas extremas, entre outros (WANI et al., 2013; ROYCHOUDHURY;
BANERIEE, 2016). O papel deste composto na tolerancia a estresses ¢ conhecido por duas
funcdes basicas, o ajustamento osmotico e a compatibilidade celular. No ajuste osmético, esta
envolvida com o efeito da concentracdo de solutos sobre a pressdo osmdtica, atuando na
absor¢ao da dgua do ambiente. Na compatibilidade celular, a 4gua presente na célula ¢ retida,
garantindo assim o funcionamento do metabolismo celular durante o estresse (GIRI, 2011).
Em plantas expostas ao estresse hidrico, a associagdo entre o acimulo de glicina betaina e o
decaimento de malondialdeido (MDA) indicou a atuacdo do composto na protecdo contra
danos de membranas (ROYCHOUDHURY; BANERIJEE, 2016).

Familias e géneros de plantas superiores podem ser classificadas como acumuladoras
ou ndo de glicina betaina (RODES; HANSON, 1993). Segundo Wani et al. (2013) algumas
espécies sdo capazes de elevar o teor de glicina betaina quando expostas a condig¢des de
estresse, outras sao conhecidas como baixo acumuladores de glicina betaina, como € o caso da
soja ¢ do arroz, as quais apresentam acimulo médio de 5 pmol g”' de matéria seca quando
expostas a condi¢des de estresse.

Em avaliacdo do acumulo de glicina betaina em espécies da familia Euophorbiaceae,
Blunden et al. (2003), observaram baixo conteudo do composto em algumas espécies e de
modo geral apontaram a familia como ndo-acumuladora do composto. No entanto, estes
autores obtiveram altos rendimentos de glicina betaina em duas espécies do género Jatropha
em sua pesquisa, o que indica que pode haver variagdes entre as espécies consideradas
acumuladoras ou nao de glicina betaina dentro da familia Euphorbiaceae.

Aplicagoes exodgenas de glicina betaina sdo indicadas para melhorar o desempenho
frente a estresses abioticos em culturas de folhas largas como tomate, feijdo e uva. Este tipo
de aplicacdo tem ampliado até 12 vezes o acumulo do composto, € pode melhorar a expressao
de caracteristicas envolvidas em mecanismos de tolerancia. O efeito destas aplicagdes
depende de fatores como espécie, estagio de desenvolvimento e tempo de aplicacao
(ROYCHOUDHURY; BANERJEE, 2016). A expressdo de genes responsivos ao estresse
como os que codificam enzimas atuantes na eliminagdo de ROS pode ser induzida pela
aplicacdo de baixos niveis de glicina betaina, bem como por plantas transgénicas melhoradas
para a sintese de solutos compativeis (SOFO et a., 2015).

Introducdes de genes de interesse tém sido realizadas, com vistas a promover a sintese

de solutos compativeis e melhorar a tolerancia de plantas ao estresse hidrico. Neste sentido,
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plantas transgénicas de véarias culturas de interesse como arroz, batata, tabaco, algoddo e
eucalipto foram beneficiadas e ampliaram sua capacidade de acumular glicina betaina apos
introgressao de gene que codificam proteinas envolvidas diretamente na sintese do composto
(WANTI et al., 2013; KHAN et al., 2015).

Em condigdes de estresse, a glicina betaina tem demonstrado também eficicia na
ativacdo da replicagcdo e da transcricdo do DNA por promover a fusdo das hélices, o que
facilita o acesso ao mecanismo de transcricdo de genes sensiveis ao estresse. Tanto a glicina
betaina como a prolina podem atuar também na desestabiliza¢ao da dupla hélice do DNA, por
serem capazes de reduzir o ponto de fusdo das hélices (ROYCHOUDHURY; BANERIJEE,
2016). Assim como a glicina betaina, o aumento no acumulo de prolina também tem sido
estimulado em plantas transgénicas (WANI et al., 2013).

Além da acao na osmoregulagdo, os solutos compativeis podem exercer também
fungdes eficazes em outros processos vitais em plantas sob estresses abidticos, como o
aumento da eficiéncia fotossintética através da prote¢cdo de membranas dos cloroplastos,
proteinas e de paredes e membranas celulares, promovendo assim, a permeabilidade e
estabilidade da organizagao celular, além de desempenhar importante papel na eliminacao de
ROS. Estas funcdes sdao possiveis devido a algumas propriedades como alta solubilidade,
polaridade e hidrofilicidade (DAWOOD, 2016; ROYCHOUDHURY; BANERJEE, 2016;
SAMI et al., 2016).

A prolina ¢ um dos 20 aminoacidos que compdem o codigo genético para formar
cadeias polipeptidicas constituintes das proteinas. O aminoacido ¢ codificado pelos cédons
CCA, CCU, CCG, os quais se baseiam na combinagdo das bases nitrogenadas citosina,
guanina, adenina e uracila. Diferente dos outros aminodacidos, a prolina possui na sua estrutura
uma amina secundaria, além de apresentar uma distinta estrutura ciclica que confere rigidez
na conformagdo de proteinas que possuem grande quantidade de prolina na sua composi¢ao
(VERA, 2008; KISHOR et al., 2015).

A prolina pode ser acumulada em plantas sujeitas a estresses osmoticos, como salinos
e hidricos. Dentre as fungdes primarias da prolina estd a neutralizagdo dos efeitos osméticos
provocados por estas tensdes através da osmorregulacdo. O composto atua também na
estabilidade de estruturas protéicas e na eliminagcdo de radicais livres e por ser um
aminoacido, serve como fonte de carbono e nitrogénio apo6s sua degradagdo (KHAN et al.,
2015). Contudo, a associacao do acumulo de prolina com a adaptagdao de plantas ao estresse
tem sido questionada em varias abordagens na literatura. Assim, acredita-se que haja
beneficios para a planta, com o aumento no teor do composto também na fase de recuperagao

do estresse (KAUR; ASTHIR, 2015; KISHOR et al., 2015; SAMI et al., 2016).
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As especificas propriedades quimicas da prolina, como sua natureza bipolar, pH
neutro, alta compatibilidade com o meio celular e extrema solubilidade, influenciam a
capacidade do aminoécido de exercer varias fungdes. Outro fator que influencia estas fungdes
¢ o local e o metabilismo da prolina. Neste caso, a sintese e o catabolismo da prolina ocorrem
em ciclos separados no cloroplasto e mitocondias respectivamente, cujo balango pode
depender da localizagdo desses metabolismos em diferentes tecidos da planta (KHAN et al.,
2015).

O acuamulo da prolina pode ocorrer em plantas sujeitas ou nao ao estresse, pois, além
de amenizar efeitos negativos gerados por condigdes adversas, este aminoacido pode exercer
importante papel no desenvolvimento das plantas uma vez que, tem participagdo primordial
na composicdo de muitas proteinas da parede celular e participa da transducdo de sinais em
plantas. Pesquisas envolvendo padrdes de expressdes genéticas sugerem que a sintese de
prolina ¢ elevada em tecidos fotossintéticos durante o estresse, enquanto o catabolismo ¢
reduzido nestes tecidos e aumentado nas regides meristematicas das raizes (KISHOR et al.,
2015; KHAN et al., 2015). A utilizagdo do actimulo de prolina como caracteristica para
monitorar o melhoramento de plantas para tolerancia ao estresse hidrico, associada a
caracteristicas radiculares, vem sendo alvo de pesquisas na cultura da soja. Neste contexto,
diferentes respostas genotipicas foram alcancadas e tém contribuido como informagdes
importantes para o melhoramento genético da cultura (MWENYE et al., 2016).

O metabolismo da prolina envolve diferentes organelas e ocorre através da via do
glutamato, na qual a biossintese da-se nos cloroplastos e no citosol e o catabolismo, nas
mitocondrias. Relatada como aminodcido multifuntional, a complexidade nas fungdes da
prolina se deve também ao fato da biossintese e degradagdo do composto serem realizadas em
diferentes compartimentos. Nos cloroplastos o aumento na taxa da biossintese da prolina esta
ligado a manuten¢do da homeostase redox pelo excesso do potencial de reducao quando a
cadeia de transporte de elétrons ¢ saturada em condi¢des de estresse. Ja nas mitocondrias, as
fungdes da prolina estdo relacionadas com a manutencdo da energia para retomar o
crescimento apos o estresse € envolve o seu catabolismo, o qual estd ligado a respiragao
oxidativa (KAUR; ASTHIR, 2015).

Alguns genes que codificam enzimas do metabolismo da prolina tém sido clonados e
sdo encontrados em diferentes tecidos de plantas. O P5CS2 ¢ altamente expresso em células
em células em divisdo, enquanto o P5CS/ ¢ expresso abudantemente em varias partes da
planta, mas nao em células que se encontram em processo de divisdo. Estes genes codificam

diferentes formas da pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS), enzima que atua na biossintese
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da prolina, onde catalisa a conversao do glutamato a pirrolina-5-carboxilato (PS5) a qual ¢
reduzida a prolina (KHAN et al., 2015; KISHOR et al., 2015).

O pré-tratamento com prolina pode reduzir a toxicidade por metais pesados, pois o
aminoacido estd associado a reducdao da concentragdo de ROS, além de funcionar como
hidrétropos (melhoria na solubilidade de espécies pouco soluveis em agua) compativeis com
proteinas, mantendo as relagdes NADP+/NADPH para equlibrar a acidez citoplasmatica
compativel com o metabolismo celular (KAUR; ASTHIR, 2015).

Em pesquisas que abordam melhorias na tolerancia a seca de Jatropha curcas, Yang et
al., (2015) atrelaram o ajustamento osmotico a elevagdo nas atividades tanto de uma enzima
envolvida na biossintese de glicina betaina, como das enzimas P5CS, glutamato
desidrogenase, arginase e ornitina aminotransferase, as quais participam de vias da biossintese
de prolina. Na ocasido, estes resultados foram refor¢ados pelo aumento na expressao de genes
P5CS. Os autores também consideraram a osmorregulacdo através do acumulo dos solutos
compativeis glicina betaina, prolina e agtcares soliveis, como fator chave na tolerancia da
espécie ao estresse hidrico.

Embora os solutos compativeis exercam fungdes osmorreguladoras e de protecdo em
membranas e paredes celulares em plantas sob estresse hidrico, estes compostos também
atuam na eliminag¢ao de ROS (HOSSAIN; et al., 2014; DAWOOQOD, 2016). Sofo et al., (2015),
associam a aplicacdo exogena de glicina betaina e prolina com a elevacdo de enzimas do
sistema antioxidante na eliminacao de ROS em defesa das plantas contra o estresse oxidativo.

Um dos principais motivos pelo qual o crescimento e o desenvolvimento de 6rgaos nas
plantas sdo afetados negativamente pela escassez hidrica ¢ a reducdo da sintese de
carboidratos devido a limitagdo da fixacdo de CO, na fotossintese. Mudangas nas
caracteristicas estomaticas como a regulacdo da abertura e fechamento dos estdomatos, o
aumento da densidade estomatica e a diminui¢ao do tamanho das células guardas, s3o umas
das principais respostas utilizadas como estratégia por plantas submetidas ao estresse hidrico
para evitar a perda de agua por transpiragdo (CHAI et al., 2016; JOHNSON, 2016). Em
resposta a essas condi¢des o fechamento estomatico ocorre por um rapido aumento nos niveis
do ABA endogeno, o que ¢ regulado por uma rede de transducao de sinais (OSAKABE, et al.,
2014; HSIE et al., 2016; DARYANTO et al., 2016).

Os baixos niveis de trocas gasosas e suas consequéncias na assimilagdo de CO, levam
a diminuicdo da fotossintese e pode refletir também em danos ao aparato fotossintético.
Nessas condi¢des algumas plantas utilizam modificagdes nos contetdos dos pigmentos
fotossintetizantes como estratégias de prote¢do do aparato fotossintético (ZARGAR et al.,

2017). Pigmentos fotossintetizantes sdo compostos organicos capazes de absorver energia
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luminosa ao longo do espectro de luz visivel, o qual se encontra na faixa de 400 a 700 nm e ¢
chamado de radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA). Clorofilas e carotendides sao
pigmentos envolvidos na fotossintese e podem absorver energia luminosa em distintos
comprimentos de ondas desde os mais energéticos (luz azul) até o menos energético (luz
vermelha) (KLUGE et al., 2015).

Os pigmentos fotossintetizantes sdo localizados em complexos proteicos, local
especifico de captacdo de energia luminosa, os quais se encontram nos fotossistemas (PS), um
conjuntos de proteinas integrais inseridos nas membranas dos tilacoides que representam o
sitio das reagdes luminosas da fotossintese. Neles sdo realizadas as reagdes luminosas da
fotossintese em dois locais, o complexo antenas, local especifico de captacdo de energia
luminosa, e o centro de reagdes. Em plantas, as clorofilas estdo presentes de duas formas:
clorofilas a e b. Durante a captagao de luz na fotossintese, os pigmentos acessorios clorofila b
e carotendides, exercem a fungdo de captacdo de energia luminosa e a clorofila @, além de
captar energia luminosa, participa da transferéncia de energia para as reagdes fotoquimicas
(KIM, et al., 2015; KLUGE et al., 2015; ESTEBAN et al., 2015).

Em plantas, pigmentos como clorofilas e carotendides tem participagdo primordial nos
processos de captagdo de energia luminosa para transforma-la em moléculas energéticas e
redutoras como ATP e NADPH as quais sdo utilizadas durante a fixagdo do CO, para a
producdo de fotoassimilados. Na primeira fase do processo fotossintético, conhecida como
etapa fotoquimica, a clorofila a ¢ requerida para receber a energia de excitagdo absorvida
pelos pigmentos acessorios nos complexos antena e iniciar a transferéncia de elétrons para
moléculas aceptoras no centro de reagdes do PS II, onde parte dessa energia ¢ utilizada na
fotoxidagdo da agua. O desbalanco entre os processos de captacdo e transmissdo de energia
luminosa pode acarretar em danos ao aparato fotossintético (KLUGE et al., 2015; KIM et al.,
2016).

O direcionamento da energia de excita¢do da clorofila a como ponto de partida para as
reagdes fotoquimicas ocorridas entre os PS II e I ¢ conhecido como dissipacdo fotoquimica.
Em plantas expostas a limitados conteudos de dgua no solo, as taxas de fixagdo de carbono
fotossintético diminuem enquanto a captagao de luz continua. Isso provoca um desequilibrio
nas reacdes de oxido-reducdo e os produtos gerados entre os PSII e I aumentando o estado de
excitacdo da clorofila, levando a formacgao de clorofila tripleto (Chl"). No estado tripleto a
clorofila pode transferir energia de excitacio para o O, e formar o oxigénio singleto (‘0,),
ROS causadora de estresse oxidativo. Neste caso, os carotenoides sdo capazes de prevenir a
formagdo do 102 (MORALES et al.,, 2014; ESTEBAN et al., 2015; TIAN et al., 2016;
ZARGAR et al., 2017).
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A relacao entre os contetdos de clorofilas a e b (Cloa/b) tem sido evidenciado como
resposta a estresses abidticos e seu decaimento pode estar associado a sintese da clorofila b a
partir da clorofila a, processo que ¢ estimulado por altos niveis de energia luminosa e ocorre
no ciclo da clorofila, onde envolve as enzimas clorofila @ oxigenase e clorofila b redutase na
presenca de NADPH (TRIPATHY; PATTANAYAK, 2012). A relacao (Cloa/b) pode estar
associada também ao aumento no tamanho do complexo de antenas do PSII, como alteragdes
resultantes de ajustamentos no aparato fotossintético em resposta a mudangas ambientais
(ESTEBAN et al., 2015).

Os carotenoides sao uma grande classe de isoprendides encontrada nos tecidos
fotossintetizantes das plantas, onde estdo diretamente ligados aos complexos antena dos PSI e
PSII nos tilacéides. Além da participagdo como pigmentos acessorios, onde absorvem luz nas
regidoes verde-azul do espectro de luz visivel, os carotendides exercem papel chave na
protecao dos processos fotoquimicos quando a extingao fotoquimica de energia luminosa nao
¢ eficiente. Nestas circunstancias, o excesso de energia da clorofila pode ser dissipado pelos
carotendides em forma de calor através de um processo conhecido como extingdo nao
fotoquimica. Dentre os carotenoides, o B-caroteno desempenha papel primordial na extingdo
da energia excedente da clorofila tripleto no complexo antena do PS II, impedindo assim a
geragdo do '0,, ROS com potencial para causar danos oxidativos em moléculas e estruturas

biolodgicas (JALEEL et al., 2009; DI-VALENTIN et al., 2016).

2.3 Estresse oxidativo por seca em plantas

ROS (reactive oxygen species) ¢ um termo empregado para designar moléculas que
possuem atomos de oxigé€nio reativos ou com potencial para reatividade (DEMIDCHIK,
2015). Durante as atividades de processos metabolicos aerdbicos das plantas a geracao de
ROS ocorre naturalmente em varios compartimentos como cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos. Contudo, o excesso destes compostos pode causar danos celulares e levar a
disfungdes metabolicas resultando em um estresse secunddrio conhecido como estresse
oxidativo. O estresse oxidativo acontece porque as ROS sdo formadas a partir da redugdo
parcial ou da excitagdo do oxigénio atmosférico, o que as torna reativas e consequentemente,
com potencial para causar oxidagdo em moléculas e componentes celulares como proteinas,
acidos nucléicos e membranas. Neste sentido, este tipo de estresse ocorre como resultado do
desequilibrio entre o acumulo de ROS e sua eliminacdo pela agdo de sistemas de defesa

antioxidante (DEMIDCHIK, 2015; INUPAKUTIKA et al., 2016; CAVERZAN et al., 2016).
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Plantas expostas a condi¢des extremas de estresse abiotico estdo sujeitas a sofrer
estresse oxidativo e as ROS mais encontradas em células vegetais nestas condi¢des sdo o
radical superoxido (0,7), o peroxido de hidrogénio (H,0,), o oxigénio singleto (‘0,) e o
radical hidroxila (OH?) (CAVERZAN et al., 2016; SIMOVA-STOILOVA, et al., 2016). A

geracdo de ROS pode ocorrer através da reducdo parcial do oxigénio molecular e dos
produtos resultantes deste processo, o qual ¢ conhecido como reducdo tetravalente do
oxigénio molecular a agua. A reducdo do O, com um elétron (univalente) que escapa da
cadeia de transporte de elétrons em cloroplastos e mitocondrias resulta na formagao do radical
superoxido (O, ) (Figura 1) (BHATTACHARIJEE, 2010; DEMIDCHIK, 2015;
INUPAKUTIKA et al., 2016).

Figura 1. Formagao de ROS pela redugdo tetravalente do oxigénio molecular a agua.

e- e- e- i
02\;> 02'_\;* Hzoz\—-> HO+ OH "— 2H,0

2H* 2H*

Em condigdes de déficit hidrico, o declinio nas taxas de assimilacao de CO, devido ao
fechamento estomatico, pode levar a baixos niveis de CO; interno e acarretar na diminuigao
da oxida¢ao do NADPH durante a etapa de fixacdo do CO, na fotossintese. Este evento tem
como consequéncia uma queda da geragdo de NADP' e quando isto ocorre, os elétrons da
ferredoxina, o qual seria utilizado para reduzir o NADP" no final da cadeia de transporte de
elétrons, migram para moléculas de O, presentes no estroma, formando o O,", numa reagdo
denominada “reagao de Mehler” (ROACH; KRIEGER-LISZKAY, 2014; CAVERZAN et al.,
2016; PUTHUR, 2016).

ROS podem ser formadas também pela transferéncia de energia de excitacdo da
clorofila tripleto para o O, formando 'O,. Em plantas sujeitas ao déficit hidrico, o 'O, é gerado
na etapa fotoquimica da fotossintese, durante a ativagao fotoquimica da clorofila a, processo
estimulado por uma diminui¢do na oxidagdo do NADPH acumulado no final da cadeia de
transporte de elétrons por causa das baixas taxas de fixagdo de CO, nessas plantas. Este
evento acarreta em um desequilibrio entre a captacdo de energia luminosa e sua extingdo
fotoquimica formando clorofila tripleto, a qual transfere sua energia excedente para O,

formando 102 (MOR et al., 2014; ESTEBAN et al., 2015; KIM et al., 2016).
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O H,;0; ¢ considerada uma ROS moderadamente reativa por nao possuir elétron
desempareados mas, pode representar potencial perigo quando acumulados em grande
quantidade devido ao seu pequeno tamanho, o que facilita a sua travessia através de

membranas permitindo sua migragdo entre diferentes compartimentos. Além disso, o H,O,
possui acao deletéria por atuar na formagdo do OH" quando reage com metais de transi¢ao

como o Fe’" em uma reacdo conhecida por reacdo de Fenton (Equacdo 2). Por outro lado, o
H,0,; exerce importante papel na sinalizacdo de genes regulados por tensdes ambientais como
a seca, além de participar de processos metabdlicos envolvidos no crescimento e
desenvolvimento de plantas. Os niveis de H,O, sdo considerados bons marcadores do estresse
oxidativo e tem sido utilizado em varios estudos acerca de tolerancia de plantas a condig¢des
de seca (OSAKABE, et al., 2014; ROACH; KRIEGER-LISZKAY, 2014; DEMIDCHIK,
2015; SOFO, et al., 2015; CAVERZAN et al., 2016).

Os altos niveis de O, provocados por condigdes de estresse em plantas, podem
acarretar em danos severos por estresse oxidativo ocasionados pelo HO', uma vez que o O,
pode reagir com Fe-S de proteinas liberando ions Fe os quais sdo utilizados nas reagdes de
Fenton e Haber-Weis e formar HO. Na presenca de Fe™ o O,” pode gerar OH' pela
convers¢ao do H,O, através das reacdes de Fenton e de Haber-Weis (Equagdes 1, 2 e 3)

(DEMIDCHIK, 2015; CAVERZAN et al., 2016).

Fe'? +0, «<——> Fe”+0," @

Fe'? + H,0, ——> Fe”+OH +OH' (2)

Fe+3+ 0, — Fe+2 + 0O,

(&)

Fe”? + H,0, ——> Fe™+OH +OH’

Equacao 1. Reducdo e oxidagdo do ion ferro na presenca de superdxido e oxigénio
reversivamente. Equacdo 2. Formagdo do radical hirdoxila (OH") pela rea¢do de Fenton.

Equagio 3. Formagao do radical hirdoxila (OH") pela reagdo de Haber-Weiss.

O OH" ¢ considerado o oxidante mais reativo dentre as ROS e portanto altamente

prejudicial ao funcionamento celular. Devido sua alta reatividade, o OH™ é capaz de retirar
atomos de hidrogénio de acidos graxos insaturados da camada bilipidica tornando-os reativos.
Este processo conhecido como peroxidagao lipidica ocasiona a lise de membranas celulares

comprometendo sua integridade e tem como um dos principais produtos finais o
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malondialdeido (MDA), molécula reconhecida como um dos principais marcadores do
estresse oxidativo em plantas.

Para se proteger contra os efeitos deletérios do estresse oxidativo, as plantas procuram
manter baixos niveis de ROS através da ativacdo dos sistemas de defesa antioxidante que
podem ser ou ndo de natureza enzimatica. Neste caso, o funcionamento deste sistema pode se
dar através de alteracdes nos niveis de compostos nao-enzimdticos como glutationa (GSH),
acido ascorbico (AsA), o a-tocoferol (vitamina E) e carotenoides, ¢ nas atividades de enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6),
ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.1), glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2), dentre outras
(CAVERZAN et al., 2016).

A SOD atua na linha de frente em combate a ROS e ¢ responsavel pela dismutacao do
0,", quando o mesmo se encontra em altos niveis em compartimentos celulares como
cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos. Nesta a¢do a enzima converte o O, a
H;0; e O,. O H,O, gerado pela SOD pode ser convertido a moléculas de H,O e O, pela
enzima CAT e de H,O pela APX através de uma rede de reacdes denominada via do
ascorbato glutationa (Figura 2). Assim, o equilibrio das atividades destas enzimas ¢ crucial
para amenizar os niveis de ROS em plantas, sobretudo nas expostas a estresses

(DEMIDCHIK, 2015; CAVERZAN et al., 2016).

Figura 2. Representagdo esquematica da geragao de ROS no fotossistema I e sua eliminagao
pelas enzimas SOD, APX e CAT e ciclo do ascorbato-glutationa. AsA — ascorbato; MDHA —
monodeidroascorbato; DHA — deidroascorbato; DHAR — deidroascorbato redutase; GSH —

glutationa reduzida; GSSG — glutationa oxidada; Fd — ferredoxina.
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Para diminuir o acimulo de H,0, e evitar os danos acarretados pelo estresse
oxidativo, plantas acionam altera¢des nas atividades das enzimas APX e CAT. A APX ¢ uma

enzima da familia das peroxidases e suas isoformas podem atuar no citosol, cloroplastos,
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mitocondrias e peroxissomos. Nos cloroplastos exerce um determinante papel na conversao
do H,O, em H,0 no ciclo do ascorbato glutationa, um importante sistema de eliminag¢do do
H,0, em plantas sob estresse abidtico (Figura 2) (SOFO et al., 2015; CAVERZAN et al.,
2016).

A APX executa um importante papel na eliminacao rapida de H,O, uma vez que
possui alta afinidade com o composto, o que permite a sua eliminagdo mesmo quando
presente em baixas concentracdes. Esta afinidade da-se porque a cinética enzimadtica da
enzima tem uma constante de Michaelis-Menten (Ky) na ordem de uM, uma vez que requer
apenas uma molécula de H,O, para converté-lo em H,O na presenga do ascorbato como
doador de elétron. Diferente da APX, a CAT age na eliminacdo do H,O, quando a molécula
se encontra em maiores concentragdes devido a sua Ky a qual apresenta-se na grandeza de
mM. Neste processo a enzima requer 2H,O; para formar 2H,O e O, sem a presenca de poder
redutor (BARBOSA et al. 2014; PUTHUR, 2016).

A atuagdo da CAT na detoxificacdo do H,O, ocorre principalmente no peroxissomos
durante a fotorrespiragdo. Os peroxissomos s3o considerados como o principal sitio de
producao de H,O, gerado pela fotorrespiracdo em funcao do decréscimo da assimilacdo do
CO, em plantas C; expostas a estresses abidticos como a seca. Neste caso, as baixa
concentragdes de CO, interno provocadas pelo fechamento estoméatico promove o decréscimo
na relagdo CO,/0O, ativando a fun¢do oxigenase da enzima ribulose-1,5-bifosfato (Rubisco).
Na via respiratoria o H,O, ¢ gerado como produto secundario quando o 2-fosfoglicolato
(2PG) oriundo dos cloroplastos € exportado para os peroxissomos onde ¢ convertido a

glioxilato (Figura 3), (SOFO et al., 2015; EISENHUT et al., 2017).

Figura 3. Formag¢ao do H,O; nos peroxissomos durante a fotorrespiragao.
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O glioxilato formado nos peroxissomos da seguimento a uma série de reagdes
envolvendo as mitocondrias e cloroplastos para gerar 3-fosfoglicerato, molécula intermediaria
do processo de fixa¢do do carbono da fotossintese. Em plantas C3 sob condigdes de estresse

hidrico, a fotorrespiragcdo ocorre para o melhor aproveitamento do carbono fixado na
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molécula do 2PG. No final do processo uma molécula de CO, em cada duas de 2PG ¢
liberada, por isso a fotorrespiracdo diminui a eficiéncia fotossintética e ¢ considerada
desvantajosa. Contudo, algumas pesquisas vém revelando a importancia da via respiratoria
como auxilio a fotossintese em plantas sob estresse (SOFO et al., 2015; KIM et al., 2016;
EISENHUT et al., 2017).

A regulacdo das enzimas do sistema antioxidante estd relacionada com a tolerancia a
estresses abidticos como a seca € pode garantir a protegdo contra estresse oxidativo
estabilizando processos metabolicos como a fotossintese em inimeras espécies e variedades
de plantas tolerantes (SIMOVA-STOILOVA et al., 2016). A avaliagdo do balango entre as
atividades de enzimas dos sistemas antioxidantes como SOD, APX e CAT, bem como dos
niveis de ROS como o H;0, e dos produtos gerados durante o estresse secundario como
MDA, sao importante fontes de informagdes acerca da dinamica da tolerancia a seca em
plantas. A importancia de se tracar um perfil de respostas ¢ a obtencdo de marcadores
bioquimicos relacionados com a defesa do estresse em questdo, os quais possam servir para
selecionar genotipos agronomicamente desejaveis. Além disso, a utilizacdo desses marcadores
com o auxilio de técnicas de biologia molecular pode acelerar programas de melhoramento

para reduzir perdas na agricultura.
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CAPITULO 11

CRESCIMENTO INICIAL E ACUMULO DE SOLUTOS COMPATIVEIS EM
FAVELEIRA COM E SEM TRICOMAS SOB DEFICIT HIDRICO
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CRESCIMENTO INICIAL E ACUMULO DE SOLUTOS COMPATIVEIS EM
FAVELEIRA COM E SEM TRICOMAS SOB DEFICIT HIDRICO

RESUMO - Nas regides semiaridas a vegetagao possui estratégias adaptativas de tolerancia a
seca. Dentre elas, destaca-se o ajustamento osmotico, fendmeno que ocorre através do
acimulo de solutos compativeis. Cnidoscolus quercifolius ¢ uma arbdrea exclusiva das matas
xer6filas do Nordeste brasileiro e destaca-se por sua tolerancia a seca e por seus multiplos
usos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito de solutos compativeis durante o
crescimento inicial de faveleira com e sem tricomas submetidas ao déficit hidrico e a posterior
reposi¢do da rega. As mudas foram mantidas sob dois regimes hidricos: rega a 80% da
capacidade de pote (controle - C) até 105 dias e suspensdo de rega (SR) até¢ 60 dias com
posterior reposi¢ao de agua a 80% da capacidade de pote até o 105° dia. Foram avaliadas,
altura da planta, didmetro do coleto e nimero de folhas emitidas a cada 15 dias, taxa de
crescimento absoluto (TCA) aos 105 dias e potencial osmotico ('s) e solutos compativeis aos
60 e 105 dias. No tratamento SR houve diminui¢cdo do ¥s e acumulo de solutos compativeis,
indicando a utilizagdo do ajustamento osmoético pela faveleira. O nuimero de folhas
demonstrou maior sensibilidade ao estresse e destacou-se também durante a recuperagdo do
estresse. Com o retorno da rega, a recuperacdo do crescimento, elevagdo do ¥s e diminuigdo
dos teores de solutos compativeis indicaram a influéncia do ajustamento osmoético na
recuperagao do estresse. A faveleira acumula solutos compativeis para amenizar os efeitos do

estresse hidrico através do ajustamento osmotico como estratégia de tolerancia.

Palavras-chave: Ajustamento osmotico. Cnidoscolus quercifolius. Estratégia de tolerancia.
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INITIAL GROWTH AND COMPATIBLE SOLUTE ACCUMULATION IN
FAVELEIRA WITH AND WITHOUT TRICHOMES UNDER WATER DEFICIT

ABSTRACT - The vegetation of semi arid regions have adaptive strategies to tolerate
drought. Among these strategies, osmotic adjustment is a phenomenon caused by the
accumulation of compatible solutes. Cridoscolus quercifolius Is an exclusive tree of
xerophilous forests of Northeast Brazil and stands out for its drought tolerance and its
multiple uses. The aim of this research was to evaluate the effect of compatible solutes on the
initial growth of faveleira with and without trichomes submitted to the water deficit and the
subsequent irrigation replacement. The seedlings were maintained under two water regimes:
irrigation at 80% of pot capacity (control — C) up to 105 days and watering suspension
(SR) up to 60 days with subsequent replacement of water at 80% of the pot capacity until the
105th day. Were evaluated plant height, stem diameter and number of leaves emitted every 15
days, absolute growth rate (AGR) at 105 days, and osmotic potential (¥s) and compatible
solutes at 60 and 105 days. In the SR treatment there was a decrease in s and accumulation
of compatible solutes, indicating the use of the osmotic adjustment by the faveleira. The
number of leaves showed greater sensitivity to stress and also stood out during recovery from
stress. With the return of watering, recovery of growth, Ws elevation and decrease of
compatible solutes indicated the influence of osmotic adjustment on the recovery of stress.
The faveleira accumulates compatible solutes to ameliorate the effects of water stress through

osmotic adjustment as a tolerance strategy.

Keywords: Osmotic adjustment. Cnodoscolus quercifolius. Tolerance strategy.
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INTRODUCAO

Altas ondas de calor e maiores frequéncias de secas geradas pelas mudancgas climaticas
acarretam déficit hidrico no solo e vém apontando para um alerta acerca da sobrevivéncia de
plantas nas regides aridas e semidridas. Grande parte da vegetacdo desses ambientes apresenta
alto grau de xerofitismo e possui estratégias adaptativas de tolerancia a seca que permitem o
desenvolvimento dessas espécies sob as condi¢des climaticas dessas regides, tais como,
redugdo nas taxas de crescimento e das atividades fisiologicas, regulagdo do fechamento
estomatico, ajustamento osmético, dentre outras. A avaliagcdo da velocidade de recuperacgao de
plantas apds periodos de seca € uma importante ferramenta na sele¢ao e no melhoramento de
genotipos que se adaptam aos ambientes secos (FRANCISCO, 2013; SIMOVA-STOILOVA;
VASSILEVA; FELLER, 2016).

O ajustamento osmotico, um dos mecanismos mais eficazes em plantas submetidas ao
estresse hidrico, ocorre através do acumulo de solutos compativeis com o metabolismo
celular. Estes compostos atuam como osmolitos por aumentar a capacidade das células de
reter dgua em funcdo da redug¢do do potencial osmotico da planta, sem prejudicar seu
funcionamento metabodlico. Este evento promove a homeostase osmética através do equilibrio
hidrico entre o citosol ¢ o ambiente externo (WANI et al., 2013; DAWOOD, 2016; SAMI et
al., 2016).

O acumulo de agucares soltiveis como glicose, sacarose e frutose agem na regulacao do
ajustamento osmotico, melhorando a tolerancia de plantas a estresses osmoéticos. A prolina,
um dos principais metabdlitos acumulados em resposta a estresses ambientais, além de atuar
to como osmolito, pode agir como antioxidante em defesa contra o estresse oxidativo ou
estabilizando estruturas celulares e biomoléculas. A glicina betaina também exerce outras
fungdes, além da osmorreguladora uma vez que atua na integridade de membranas e de
enzimas. (SONI et al., 2014; SAMI et al., 2016). Solutos como prolina, glicina betaina e
acgucares soluveis tem sido acumulados em respostas adaptativas ao estresse hidrico em
algumas espécies da familia Euphorbiaceae relatadas como tolerantes a seca (BABITA et al.,
2010; MOURA et al., 2016; YANG et al., 2015), assim como em espécies endémicas do
bioma Caatinga (COSTA et al., 2015; SILVA et al., 2004).

Cnidoscolus quercifolius Pohl, espécie da familia Euphorbiaceae que vem ganhando
destaque pela sua multiplicidade de usos em populagdes da Caatinga (CREPALDI, et al.,
2016; FERRAZ et al., 2012), ¢ uma arbdrea pioneira exclusiva das matas xerofilas do
Nordeste brasileiro, onde vegeta sob baixos indices pluviométricos e apresenta rusticidade e

rapido crescimento. Apesar de representar potencial socioeconomico para as populagdes do
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semidrido a faveleira, como ¢ conhecida, apresenta tricomas urticantes que dificultam seu
manuseio, limitando seus diversos usos. Exemplares sem tricomas sdo encontrados em baixa
frequéncia na natureza e para o melhor aproveitamento da espécie, sdo recomendados como
lavoura xerofila, através da ampliacdo da sua base genética em populagdes de cruzamento
aberto (ALOUFA; MEDEIROS, 2016; CANDEIA, et al., 2010).

Incentivados pela preocupagdo com os efeitos das mudangas climaticas, programas de
melhoramento tem focado nas pesquisas acerca das respostas de variedades de plantas com
maior capacidade para enfrentar condi¢des de seca. Apesar de algumas pesquisas abordarem
acerca de respostas a condigdo de déficit hidrico da faveleira, poucas estudos estdo
direcionados aos mecanismos de tolerdncia a seca da espécie, sobretudo ao acumulo de
solutos compativeis e seus efeitos no crescimento. Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar
o efeito de solutos compativeis durante o crescimento inicial de faveleira com e sem tricomas

submetidas ao déficit hidrico e a posterior reposi¢cao da rega.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na UFRPE, em Recife (08° 03' 14"
S e 34° 52' 52" W), no periodo de dezembro de 2015 a marc¢o de 2016, onde as médias de
temperatura e umidade relativa no periodo foram de 32 °C e 68,9 %, respectivamente, e a
radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) média no local foi 757,0 pmol m™~ seg™.

Foram utilizadas mudas de faveleira com quatro meses de idade, as quais foram
padronizadas quanto a altura (+ 20 cm) e ao numero de folhas (= 9) e transplantadas para
sacos de polietileno medindo 40 cm x 20 cm, com perfuragdes na base, com capacidade para
6 L. Os sacos foram preenchidos por uma mistura de areia lavadatsubstrato comercial
Plantimax®+solo (1:1:1). As plantas foram irrigadas com solugdo nutritiva com a seguinte
composig¢ao: 0,37 g.L'1 de fertilizante solivel Kristalon® (1,5% N; 5,5% P,0s; 19% K,0; 2%
MgO; 5,5% S; 0,012% B; 0,002% Mo; 0,005% Cu-EDTA; 0,012% Zn-EDTA,; 0,035% Fe-
EDTA e 0,02% Mn-EDTA) ¢ 0,42 g.L"' de Calcinit® (7,75% N e 9,5% Ca).

As regas ocorreram diariamente, porém com alternancia de dias de regas com 4gua ou
com solugdo nutritiva. A umidade foi mantida em aproximadamente 80 % da capacidade de
pote e as plantas permaneceram nestas condi¢des, durante 15 dias, antes de iniciar a aplicagao
dos tratamentos. Para a obtencdo da capacidade de pote, trés amostras de sacos de polietileno
contendo o substrato seco foram pesadas para a determinagdo do peso seco. Em seguida, a

base dos sacos foi imersa em agua até¢ a saturagdo total do substrato. Apos completa
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drenagem, os sacos foram pesados novamente para a determinacdo do peso umido (100 % da
capacidade de pote) que foi calculada pela diferenca entre os pesos a saturacdo e o peso do
substrato seco.

As mudas foram mantidas sob dois regimes hidricos, constituidos pelos tratamentos:
controle - regime de rega continua com manuten¢do de 80% da capacidade de pote ao longo
do periodo experimental (105 dias) e suspensdo de rega — suspensdo total do suprimento
hidrico. Para as avaliagdes foram considerados dois periodos: o de imposicdo do estresse
hidrico, durante 60 dias e o de reposi¢ao da rega, que foi dos 60 aos 105 dias, quando as
plantas expostas ao estresse hidrico passaram a receber dgua procurando-se manter 0 mesmo
regime do tratamento controle.

Para as avaliacdes biométricas, as variaveis altura da planta e didmetro do coleto
foram mensuradas com o auxilio de trena graduada e paquimetro, respectivamente € o0 nimero
de folhas emitidas foi obtido através de contagem direta. Os valores médios destas variaveis
foram utilizados para as avaliagdes das velocidades do crescimento em altura e em diametro
através da taxa de crescimento absoluto (TCA), pela equacao: TCA = V, — Vi/t; — t; onde,
TCA = taxa de crescimento absoluto; V| = medida da altura ou didmetro no tempo;; V, =
medida da altura ou diametro no tempo,; t; = tempo inicial da avaliacao (0 dias); e t, = tempo
final da avaliacdo (105 dias) de acordo com Benincasa (2003).

Para a estimagdo do potencial osmdtico, folhas do tergo médio da planta foram
coletadas e maceradas para a obtencdo da seiva, a qual foi centrifugada a 10.000 g por 10
minutos a 4 °C. Do sobrenadante foram utilizados 10 pL para a determinagdo da osmolalidade
das amostras através de leituras em osmometro de pressdo de vapor Vapro 5520 (Wescor,
Inc., Logan, UT, USA). Dos valores obtidos, expressos em osmolalidade (mmol kg™), foram
calculados os potenciais osmoticos expressos em mega pascal (MPa), através da equagao de
Van’t Hoff, pela formula: Ws = -R7TC em que, Ws = potencial osmotico (atm); R = constante
geral dos gases perfeitos (8,32 J mol! °K™"); T = temperatura (°K); C = concentragdo (mol L
b,

Para analise de solutos compativeis, foram determinados os teores de carboidratos
soluveis totais (YEMM; WILLIS, 1954) e sacarose (VAN HANDEL, 1968) pelos métodos da
antrona, a estimacdo do teor de glicina betaina, realizada pela quantificacio de complexos
quaternarios de amonio-periodeto de potassio de acordo com Grieve e Grattan (1983) e a do
teor de prolina livre, seguindo o método do acido sulfossalicilico descrito por Bates, Waldren
e Teare (1973).

As variaveis altura da planta, didmetro do coleto e nimero de folhas foram avaliadas ao

longo do periodo experimental, a cada 15 dias, até o 105° dia, resultando em oito tempos de
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avaliacdo em quatro repeti¢des. Os dados foram submetidos ao teste de esfericidade de
Mauchly, o qual resultou em significativo, com p — valor < 0,05, indicando que as analises
ndo devem ser realizadas univariadamente como parcelas subdivididas no tempo. Assim, os
dados foram submetidos a analise multivariada (MANOVA) com medidas repetidas, e as
médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade por meio do programa estatistico
SAS (Statistical Analysis System).

A avaliacdo das varidveis TCA, s e teor dos solutos compativeis foram realizadas aos
60 e 105 dias apo6s a aplicagdo dos tratamentos, o que correspondeu aos finais dos periodos de
estresse e de recuperagdo, respectivamente, para as plantas do tratamento SR. Para a analise
estatistica dessas varidveis foi adotado o esquema fatorial 2 x 2 (dois genotipos e dois regimes
hidricos) resultando em quatro tratamentos para cada periodo. O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado, com trés repeticdes para os solutos compativeis e quatro para as
demais variaveis. Cada repeti¢cao foi representada por uma muda. Os dados foram submetidos
a analise da variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade, utilizando o softwere SISVAR 5.6. Os dados de TCA em altura da planta e

teor de prolina livre foram previamente transformados em \x e log (x), respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises permitiram avaliar a relacdo entre o crescimento € o ajustamento osmotico
como estratégia fisiologica de plantas de faveleira submetidas a restricao hidrica. A partir do
30° dia de suspensdao de rega as varidveis de crescimento, altura e didmetro do coleto
apresentaram decréscimo em relacdo ao controle. J& a emissdo de folhas diminuiu logo apds
os primeiros 15 dias sem rega, demonstrando ser a varidvel mais sensivel aos efeitos do

déficit hidrico (Tabela 1).
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Tabela 1. Médias quinzenais de altura da planta, diametro do coleto e niumero de folhas
emitidas em plantas de Cnidosculus quercifolius Pohl submetidas a dois regimes hidricos

(controle e suspensao de rega)

Dias apbs o Altura da planta Diametro do Nﬁmerq Qe

‘nicio dos (cm) coleto (mm) folhas emitidas

tratamentos  Controle Sl(lisepre:;jo Controle Sl(llsepreengjo Controle Sl(llsepreengjo
0 21,00 a 21,38 a 5,08 a 5,65 a 1,0 a 1,0 a
15 26,94 a 22,66 a 6,41 a 6,12 a 30 a 1,8 b
30 33,06 a 23,58 b 7,54 a 6,18 b 6,5 a 24 b
45 41,12 a 23,62 b 8,89 a 6,25 b 99 a 25D
*60 4538 a 23,69 b 9,78 a 6,42 b 12,8 a 29 b
75 51,81 a 2725 Db 10,56 a 6,91 b 16,8 a 54D
90 61,81 a 36,88 b 11,89 a 7,87 b 21,0 a 92 b
105 74,56 a 49,75 b 13,55 a 9,41 b 25,0 a 13,1b

Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas de uma mesma variavel, ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

*Reposigdo da rega nas plantas do tratamento suspensao de rega.

A emissao de folhas também destacou-se na fase de recuperacao das plantas do
tratamento SR apresentando aumento da ordem de 46 % ja nos primeiros 15 dias apds o
retorno da rega (dos 60 aos 75 dias), enquanto que a altura e o didmetro aumentaram cerca de
13 e 9 %, respectivamente. Quarenta e cinco dias apds a reposicao de rega (105° dia apds o
inicio dos tratamentos), observou-se um incremento médio de 52,4 % em altura e 31,8 % em
diametro do coleto. A emissdo de folhas, entretanto, foi 78 % maior aos 105 dias em relagdo
ao periodo sem rega confirmando ser a varidvel que melhor evidencia a estratégia de
recuperacgao das plantas ao tratamento aplicado (Tabela 1).

A rapida emissdao de folhas na recuperacdo da seca ¢ evidenciada como uma
caracteristica de tolerancia em faveleira. Ao avaliar a sobrevivéncia da espécie em periodos
secos na Caatinga, Medeiros (2013) observou rapida recuperagdo da emissdo de folhas na
faveleira apds exposicdo a periodos de seca acompanhados de chuvas em baixos indices
pluviométricos (< 200 mm) por curto periodo (menos de 60 dias). Na ocasido, o autor indicou
a espécie como resistente as intempéries do semidrido. Aloufa e Moura (2016) também
relataram que uma das caracteristicas de tolerancia a seca em faveleira ¢ o inicio da emissao
de novas folhas logo nos primeiros dias apds a ocorréncia das chuvas enfatizando o

envolvimento da emissao de folhas na recuperagao da espécie apds exposicao a seca.
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O crescimento em plantas ¢ diretamente afetado pelo acumulo de biomassa. Como a
folha representa o principal sitio da fotossintese, o acréscimo na emissdo de folhas resulta no
aumento da fotossintese e por consequéncia no acumulo de biomassa, influenciando
negativamente o crescimento das plantas (SIMOVA-STOILOVA; VASSILEVA; FELLER,
2016). No presente experimento, a rapida recuperagdao da emissao de folhas na fase de retorno
da rega no tratamento SR, ¢ apontada como estratégia utilizada pela faveleira para influénciar
positivamente a retomada do crescimento nesta fase.

Os perfis de crescimento das plantas com e sem tricomas sao apresentados em graficos
na Figura 1, e permitiram perceber comportamentos ascendentes (perfis ndo horizontais) para
altura da planta, didmetro do coleto e emissdo de folhas no tratamento controle e uma fase
estacionaria (perfis horizontais) nas plantas expostas a 60 dias de suspensdo de rega. Essas
plantas também apresentaram actimulo de solutos compativeis e reducdo no potencial
osmotico foliar no ultimo dia da fase de suspensao de rega (60 dias apds o inicio dos

tratamentos) (Tabela 3).
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Figura 1. Perfis médios de altura da planta (A), didmetro do coleto (B) e nimero de folhas
emitidas (C) em funcdo dos tempos de avaliacdo em plantas de Cridoscolus quercifolius Pohl
submetidas a dois regimes hidricos (Controle = rega continua; SR = suspensdo de rega). A
seta indica o inicio do retorno da rega no tratamento SR.

No periodo de retorno da rega (60 aos 105 dias) a retomada do crescimento e da
emissao de folhas das plantas do tratamento SR ¢ percebida pela elevacao dos perfis médios
(ndo horizontais) a partir do 75° dia (Figura 1), indicando a recuperacdo dessas plantas com o
retorno da disponibilidade hidrica.

As taxas de crescimento absoluto (TCA) foram calculadas a partir da altura da planta e
do diametro do coleto, representando, respectivamente, o crescimento primario e secundario
das plantas de faveleira. Nao houve efeito da interagdo dos fatores sobre a TCA em altura das
plantas, porém a suspensdo da rega reduziu a velocidade de crescimento das plantas, de
maneira que a TCA das plantas do tratamento SR (0,63 cm dia™) foi praticamente a metade
daquela exibida pelas plantas do tratamento controle (1,19 cm dia™), independente da
presenca de tricomas. A TCA em didmetro do coleto também diminuiu com a suspensao de
rega e, entre as plantas que passaram pela restri¢do hidrica, a TCA em didmetro foi menor

naquelas sem tricomas (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias da taxa de crescimento absoluto (TCA) em didmetro do coleto de plantas

de Cnidosculus quercifolius Pohl (com e sem tricomas) ap6s periodo de restri¢ao hidrica

TCA @ coleto (mm dia™)

TRATAMENTOS Com tricomas Sem tricomas
Controle 0,17 bA 0,20 aA
Suspensdo da rega 0,10 aB 0,07 bB

CV % 13,8

Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas linhas e maiusculas nas colunas, ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A capacidade das plantas em recuperar o crescimento e desenvolvimento apos
exposicdo a condi¢des estressantes podem ser expressas de diferentes formas entre e dentro de
espécies, dependendo do gendtipo (MAIA et al., 2013). Nas condi¢des da presente pesquisa,
os fendtipos com e sem tricomas apresentaram o mesmo comportamento no padrdao de
crescimento, uma vez que diferenca significativa entre as velocidades do crescimento das
plantas com e sem tricomas foi detectada apenas na TCA em didmetro do coleto (Tabela 2).
Isso implica que a capacidade de recuperacao da faveleira apos exposicao ao déficit hidrico
nao esta relacionada com a expressao da caracteristica tricomas, pois, embora, de acordo com
Larcher (2006), o crescimento em didmetro em espécies arboreas seja considerado de grande
importancia para o desenvolvimento da planta por apresentar fun¢do de sustentagdo dos ramos
e expansdo da copa, ele referir-se ao crescimento secundario, o qual se d4 de forma muito
lenta com relagdo ao crescimento em altura (crescimento primario), implicando em uma
variavel pouco sensivel.

Com relagdo ao potencial osmotico (Ws) e ao acimulo de solutos compativeis, apenas
o fator regime hidrico afetou as respostas das plantas, as quais apresentaram diminui¢do do
Ys acompanhada de acumulo de solutos compativeis quando exposta aos 60 dias de
suspensao de rega. Aos 105 dias apos o inicio dos tratamentos (45 dias apds a retomada da
rega) os teores dos solutos compativeis e o potencial osmotico no tratamento SR igualaram-se

aos das plantas do tratamento controle, com excecdo do teor de prolina (Tabela 3).
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Tabela 3. Médias de potencial osmotico (‘¥'s) e teores de carboidratos soluveis totais (CST),
sacarose (SAC), prolina livre (Pro) e glicina betaina (GB) de plantas de Cnidosculus

quercifolius Pohl submetidas a dois regimes hidricos ap6s periodos de estresse hidrico e de

recuperagao
Tratamentos s CSIT SAIC Prg G}i
(MPa) (mgg MS) (mgg MS) (umolg” MF) (umolg MS)
60 dias ap06s o inicio dos tratamentos
Controle 2,1a 75b 56D 119b 16 b
Suspensao de rega -29b 169 a 89 a 382 a 64 a
CV % 8,3 25,7 17,5 16,9 24,0
105 dias apds o inicio dos tratamentos
Controle 23 a 108 a 66 a 196 b 36a
Suspensdo de rega -2,5a 118 a 61 a 289 a 32a
CV% 9,1 19,0 10,0 25,4 27,7

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo testes de Tukey (p < 0,05). Dados de Pro

transformados por log (x).

Estas respostas demonstram a busca dessas plantas em manter o equilibrio osmotico
com o substrato quando o mesmo apresentava baixa disponibilidade hidrica. A absor¢ao de
agua pelas plantas ocorre quando o seu potencial hidrico estd menor que o do solo. Neste
caso, as plantas tendem a acumular solutos compativeis para manter o equilibrio osmotico
(DAWOOD, 2016). O ajustamento osmotico foi sugerido por Oliveira et al. (2014) como
estratégia utilizada pela faveleira para amenizar os efeitos do déficit hidrico quando avaliaram
a espécie em periodos de seca na Caatinga. Na ocasido, estes autores ndo avaliaram o
acumulo de solutos compativeis, diferente do que ocorreu no presente experimento, onde foi
observada a contribuicdo destes solutos no ajustamento osmoético das plantas expostas ao
déficit hidrico (Tabela 1), como observado por Yang et al. (2015) ao avaliar plantas de
Jatropha curcas, Euphorbiacea considerada como tolerante a seca, perceberam a contribuicao
dos agucares soluveis totais, prolina e glicina betaina no ajuste osmotico nas plantas sujeitas
ao déficit hidrico.

A suspensdo da rega afetou negativamente o crescimento € a emissao de folhas
caracterizando o estresse hidrico nas plantas (Figura 1), a0 mesmo tempo provocou redu¢do
do Ws, a qual foi induzida pelo o ajustamento osmotico através do acimulo dos solutos
compativeis (Tabela 3). Posteriormente, com a reposi¢ao da rega nestas plantas, a retomada
do crescimento e da emissao de folhas ocorreu ao mesmo tempo em que houve elevacao do
Ys e diminui¢do dos teores dos solutos compativeis (Figura 1 e Tabela 3), indicando nao

haver mais a necessidade de ajustamento osmotico nestas plantas. Esses resultados apontam
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para a ag¢ao dos solutos compativeis para amenizar os impactos negativos ocorridos durante o
estresse hidrico, e a sua influéncia na recuperagdo destas plantas com o retorno da
disponibilidade hidrica. Segundo Dawood (2016), além de fun¢do osmorreguladora, estes
osmolitos podem agir também na protecdo de membranas e paredes celulares, assim como na
estabilidade de proteinas, o que resulta na manuten¢do da permeabilidade e da organizagao
celular. Os autores também relatam que estas agcdes garantem os processos vitais das plantas
sob estresse, melhorando a recuperacdo dessas plantas, mesmo que o crescimento geral seja
comprometido.

Apos o retorno da rega apenas a prolina ndo alcancou os valores médios do tratamento
controle (Tabela 2), evento que pode estar envolvido com outras fungdes inerentes ao
aminoacido, além da sua fun¢do priméria como osmoregulacdo, como estabilidade de
estruturas proteicas e sua atuacdo na eliminacdo de radicais livres. A prolina estd envolvida
também numa importante rede nas vias do metabolismo do nitrogénio em associagdo com 0
armazenamento de carbono, durante o desenvolvimento de plantas (MAJUMDAR et al.,
2016). Neste sentido, o acimulo de prolina pode trazer beneficios para plantas também apds o
estresse. No entanto, ainda existem varios questionamentos a respeito das fungdes da prolina e
suas relagcdes com estresses abidticos (KAUR; ASTHIR, 2015).

No presente experimento a faveleira demonstrou ser uma espécie acumuladora de
glicina betaina uma vez que apresentou aumento no teor do composto nas plantas expostas ao
tratamento suspensao de rega aos 60 dias (Tabela 3). As plantas superiores podem ser
classificadas de acordo com o acimulo de glicina betaina. Wani et al. (2013) mencionam que
plantas conhecidas como acumuladoras naturais, contém baixos niveis do composto em
condi¢des normais e maiores em condigdes estressantes e que em algumas espécies a glicina
betaina nao ¢ detectdvel em condi¢des normais nem estressantes. Embora Blunden et al.
(2003) tenham apontado a familia Euphorbiaceae como nao-acumuladora de betaina, os
autores observaram maior rendimento de glicina betaina em duas espécies de Jatropha,
género que, assim como o da faveleira (Cnidoscolus), pertence a subfamilia Crofonoideae. No
presente experimento, a faveleira comportou-se como espécie acumuladora do composto
(Tabela 3), resultado que corroboram com os observados por Yang et al. (2015), quando
detectou acimulo de glicina betaina em Jatropha curcas, espécie que assim como a faveleira,
pertence a subfamilia Crotonoideae e familia Euphorbiaceae. Assim como na presente
pesquisa, estes autores também inferiram a efetividade do composto no ajuste osmotico das
plantas submetidas ao estresse hidrico.

Algumas espécies consideradas ndo acumuladoras de glicina betaina, passaram a

acumular ap6s aplicacdo exdgena do composto. Genes que catalisam as vias biossintéticas de
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glicina betaina e prolina tém amenizado também as tensdes provocadas por estresses abidticos
como seca em plantas transgénicas. Em arabidopsis, algoddo e batata a introgressao de genes
envolvidos na sintese de glicina betaina melhorou a tolerancia ao déficit hidrico. Em plantas
transgénicas de tabaco, o acimulo de prolina também foi estimulado (KHAN; AHMAD;
KHAN, 2015; WANI et al., 2013).

Os resultados obtidos na presente pesquisa demonstraram que a faveleira adotou como
estratégia de tolerancia o ajustamento osmotico através do acimulo dos solutos compativeis
glicina betaina, prolina, carboidratos soliveis e sacarose, para amenizar os efeitos nocivos
causados pelo déficit hidrico, bem como a rapida emissdo de novas folhas para impulsionar a
recuperagdo do crescimento apOs exposicdo ao estresse. Através destes resultados foi possivel
observar também que os fenotipos com e sem tricomas ndo responderam de forma diferente as

condig¢des de déficit hidrico impostas nesta pesquisa, com relagdo as variaveis estudadas.

CONCLUSOES

O ajustamento osmotico através do acimulo dos solutos compativeis glicina betaina,
prolina, carboidratos soluveis e sacarose e o fato da espécie demonstrar ser acumuladora de
glicina betaina representam caracteristicas utilizadas pela faveleira como estratégia de
tolerancia ao estresse hidrico. Essas respostas, assim como a rapida emissao de novas folhas
com o retorno da disponibilidade hidrica apds exposicao ao estresse, demonstram influenciar
na capacidade de recuperagdo da espécie ao estresse hidrico.

A semelhanca nas respostas dos fendtipos com e sem tricomas da faveleira,
representam uma vantagem, uma vez que a utilizagdo do fendtipo sem tricomas pode ser
utilizado para a melhor exploracdo dos potenciais da espécie. Estas informagdes também
podem ser utilizadas em planejamentos de programas de melhoramento quem visem aumentar
a frequéncia de individuos com a caracteristica sem tricomas. No entanto, maiores

explanagdes acerca de outras caracteristicas devem ser consideradas.
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CAPITULO 111

RESPOSTAS ANTIOXIDATIVAS EM FAVELEIRA COM E SEM TRICOMAS
SOB DEFICIT HIDRICO
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RESPOSTAS ANTIOXIDATIVAS EM FAVELEIRA COM E SEM TRICOMAS
SOB DEFICIT HIDRICO

RESUMO - A faveleira ¢ conhecida por sua telerancia a seca e pelos seus diversos usos pelas
comunidades do semidrido brasileiro. O entendimento das respostas de tolerancia da faveleira
pode auxiliar programas de melhoramento da espécie. O objetivo desta pesquisa foi avaliar as
respostas antioxidativas de plantas de faveleira com e sem tricomas submetidas ao estresse
hidrico, bem como a recuperagdo do estresse nessas plantas. Mudas de faveleira com e sem
tricomas foram submetidas a dois regimes hidricos: 105 dias de irriga¢do (controle = C) e 60
dias sem irrigagdo, seguidos por 45 dias de retorno da irrigagdo (suspensdo de rega = SR).
Avaliou-se biomassas secas das parte aérea e raizes, teor relativo de agua (TRA),
extravasamento de eletrdlitos (EE), percentual de integridade absoluta de membrana (PIA),
clorofilas “a” e “b”, e carotenoides, malondialdeido, peréxido de hidrogénio e atividades de
enzimas do sistema antioxidante. O déficit hidrico diminuiu a biomassa seca da parte aérea e
da raiz, alocacdo de biomassa da raiz, TRA, PIA, teor de Cloa e a Cloa/b, a0 mesmo tempo
que elevou o EE, o MDA, o teor de carotenoides e as atividades das enzimas SOD, APX e
CAT. Com o retorno da disponibilidade hidrica a recuperagdo do estresse oxidativo nas
plantas foi indicada pelo aumento no PIA e reducdo no EE e no MDA. As respostas
antioxidativas na faveleira independem do carater tricomas. A faveleira foi capaz de acionar
os sistemas antioxidantes enzimatico € ndo enzimatico em combate ao estresse oxidativo

como resposta de tolerancia ao estresse hidrico.

Palavras-chave: Cnidoscolus quercifolius. Enzimas antioxidantes. Integridade de membrana.
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ANTIOXIDANT RESPONSE IN FAVELE WITH AND WITHOUT TRICOMAS
UNDER WATER DEFICIT

ABSTRACT - The faveleira is known for its telerancia to the drought and for its diverse uses
by the communities of the Brazilian semiarid. The understanding of the tolerance responses of
the faveleira can support breeding programs of the species. The objective of this research was
to evaluate the antioxidative responss of faveleira plants with and without trichomes
submitted to water stress, as well as the stress recovery in these plants. Faveleira seedlings
with and without trichomes were submitted to two water regimes: 105 days of irrigation with
80% of pot capacity (control treatment = C) and 60 days without irrigation followed by 45
days of irrigation return (irrigation suspension treatment) = SR). It was evaluated: dry
biomass of shoot and roots, relative water content (TRA), extravasation of electrolytes (EE),
percentage of absolute membrane integrity (PIA), chlorophylls "a" and "b", and carotenoids,
malondialdehyde, hydrogen peroxide and antioxidant enzyme activity. The water deficit
decreased the dry biomass of shoot and root, root biomass allocation, TRA, PIA, Chla content
and Chla/b, while increasing EE, MDA, carotenoids content and SOD, APX and CAT
enzymes activities. The return of water availability mitigated the oxidative stress in the plants,
which was indicated by the increase in the PIA and reduction in the EE and MDA. The
antioxidative responses in the faveleira are independent of the trichomes character. The
faveleira was able to activate the enzymatic and non-enzymatic antioxidant systems in the

defense against oxidative stress as a tolerance response to water stress.

Keywords: Cnodoscolus quercifolius. Antioxidant enzymes. Membrane integrity.
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INTRODUCAO

A seca ¢ um dos principais fatores ambientais que afetam o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. No semiarido brasileiro, regido marcada pela seca, a vegetacao
apresenta mecanismos de tolerdncia que garantem sua sobrevivéncia frente as condig¢des
adversas deste ambiente (ALOUFA; MEDEIROS, 2016). Algumas plantas possuem
estratégias adaptativas que envolvem mecanismos de tolerancia interligados que ocasionam
mudancgas morfolégicas, fisiologicas, bioquimicas € moleculares e permitem o enfrentamento
ao estresse hidrico (SALEHI-LISAR; BAKHSHAYESHAN-AGDAM, 2016). Alguns
mecanismos envolvem a manutencao da absor¢do e utilizacdo da energia luminosa pelos
pigmentos fotossintetizantes (clorofilas e carotenoides), assim como a defesa do aparato
fotossintético pelos carotenoides contra a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(KLUGE; TEZOTTO-ULIANA; DA SILVA, 2015; SOFO et al., 2015).

ROS s3ao moléculas reativas de oxigénio geradas normalmente pelo metabolismo
celular. O excesso de ROS como perdxido de hidrogénio (H,O,), o radical superdxido (O,"),
radical hidroxila (OH") e o oxigénio singleto ('O,) em plantas sob condi¢des de estresse leva
ao estresse oxidativo, evento caracterizado por danos em moléculas e estruturas celulares
como proteinas, acidos nucleicos € membranas. Para evitar ou combater esse estresse, as
plantas podem ativar enzimas do sistema antioxidante como superoxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT), e o balango das atividades dessas enzimas ¢
crucial para a eliminacdo de ROS (SIMOVA-STOILOVA; VASSILEVA; FELLER, 2016;
SOFO et al., 2015). O (OH") ¢ o ('0,), sio ROS altamente deletéria e podem provocar
peroxidagdo lipidica, processo no qual ocorre a ruptura de membranas celulares e que tem
como subproduto o malondialdeido (MDA), composto considerado marcador do estresse
oxidativo (DEMIDCHIK, 2015).

Algumas varidveis, como niveis de pigmentos fotossintetizantes, percentual de
integridade absoluta de membrana (PIA), teores de MDA e de H,O, e atividades das enzimas
SOD, APX e CAT, tém servido de base para a compreensao das respostas de plantas em
condi¢des de estresse, sobretudo do enfrentamento dessas plantas ao estresse oxidativo. Essas
variaveis tém sido utilizadas na avaliagdo da tolerancia ao estresse hidrico, tanto de espécies
de ocorréncia na Caatinga como Myracrodruon urundeuva (MARIANO et al., 2009), como
em outras espécies da familia Euphorbiacea, tais como Jatropha curcas (POMPELLI, et al.,
2010; ARCOVERDE et al., 2011; SILVA et al., 2015), Ricinus communis (MORAES et al.,
2015) entre outras.

A faveleira (Cnidoscolus quercifolius Pohl), Euphorbiacea xerofita arborea e pioneira,
de ocorréncia na Caatinga, ¢ conhecida por seus multiplos usos e resisténcia a seca e
apresenta grande significado socioecondmico para as comunidades do semiarido brasileiro. A

presenca de tricomas urticantes localizados em quase todas as partes da planta, contudo,
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limita a utilizacdo de seus potenciais (ALOUFA; MEDEIROS, 2016). Individuos de faveleira
sem tricomas sdo encontrados em baixa frequéncia em populacdes nativas e, para a obtencao
de sementes melhoradas, ¢ recomendada a ampliacdo de sua base genética em plantios de
polinizagdo aberta (CANDEIA et al., 2010). O entendimento dos mecanismos de tolerancia ao
estresse hidrico utilizados pela faveleira com e sem tricomas pode auxiliar programas de
melhoramento genético voltados para a sua introducdo em lavouras xerodfilas. Esta pesquisa
teve como objetivo, O objetivo desta pesquisa foi avaliar as respostas antioxidativas de
plantas de faveleira com e sem tricomas submetidas ao estresse hidrico, bem como a

recuperagao do estresse nessas plantas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetagao localizada na UFRPE em Recife
(08°03' 14" S e 34° 52' 52" W) no periodo de dezembro de 2015 a marco de 2016, quando a
temperatura média local era de 32 °C e a umidade relativa de 68,9 %. Mudas de faveleira dos
fenotipos com e sem tricomas com quatro meses de idade, foram padronizadas com base na
na altura média (20,0 cm) e no niamero médio de folhas (8) e cultivadas em sacos de
polietileno com capacidade para 6 L, medindo 40 x 20 cm, contendo uma mistura de areia
lavada+substrato comercial Plantimax®+solo, na propor¢do 1:1:1. Durante 15 dias, foram
realizadas regas com 80 % da capacidade de pote, a qual foi determinada por método
gravimétrico. As regas foram realizadas em dias alternados, sendo uma vez com agua e outra
com uma solugdo nutritiva contendo 0,37 g.L”' de fertilizante solivel Kristalon® (1,5% N;
5,5% P,0s; 19% K,0; 2% MgO; 5,5% S; 0,012% B; 0,002% Mo; 0,005% Cu-EDTA; 0,012%
Zn-EDTA; 0,035% Fe-EDTA e 0,02% Mn-EDTA) e 0,42 gL' de Calcinit® (7,75% N e
9,5% Ca).

Apos 15 dias de cultivo sob as condi¢des descritas anteriormante, foram aplicados dois
tratamentos: o controle (C), caracterizado pela manutengdo da rega com 80 % da capacidade
de pote durante 105 dias; o tratamento de suspensao de rega (SR), definido pela supressao
total da rega durante 60 dias seguidos por um periodo de retomada da rega com 80 % da
capacidade de pote, durante 45 dias, perfazendo 105 dias de experimento. Ao final dos
periodos de 60 e 105 dias apos o inicio dos tratamentos, foram realizadas avaliacdes para
estudar os efeitos do estresse hidrico e da recuperacao ao estresse, respectivamente.

O crescimento das plantas foi avaliado a partir da produgdo de biomassa seca da parte
aérea e das raizes e pela alocagdao de biomassa seca. A biomassa seca da parte aérea e das
raizes foram obtidas por pesagens em balanca analitica das biomassas frescas apos secagem

em estufa de aeracdo forgada até a obtencdo dos pesos constantes. A apartir dos valores de
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biomassa seca, foram calculadas as aloca¢des de biomassa para a parte aérea (ABPA) e para
as raizes (ABR) através das equagdes: ABPA = peso da biomassa da parte aérea/peso da
biomassa total x 100 e ABR = peso da biomassa das raizes /peso da biomassa total x 100 de
acordo com Benincasa (2003).

Para avaliar o status hidrico, determinou-se o teor relativo de 4gua (TRA), o qual foi
calculado de acordo com Barrs e Weatherley (1962) a partir da equagdo TRA = (MF-MS) /
(MT-MS) x 100, onde a massa fresca (MF) foi obtida pela pesagem de 10 discos foliares
medindo 0,5 cm” cada. Em seguida os discos foram mantidos, por 24 horas, em placas de
Petri contendo 4gua destilada para posterior pesagem e obten¢do da massa tirgida (MT).
Esses discos foram submetidos a secagem a 60 °C por 72 h e pesados para obten¢do da massa
seca (MS).

A intensidade de dano a membranas foi avaliada por meio do extravasamento de
eletrolitos (EE) e do percentual de integridade absoluta de membrana (PIA). Para a obtengao
do EE, 10 discos foliares medindo 0,5 cm’ foram mantidos em tubos de ensaio contendo 30
mL de agua destilada deionizada por 24 horas. Apds esse periodo mensurou-se a
condutividade elétrica livre (CEl dS m™) utilizando condutivimetro de bancada. Apds este
procedimento, os tubos foram mantidos a 80 °C em banho-maria por 1 hora. Apds
resfriamento até atingir temperatura ambiente (= 25 °C), foi realizada a leitura da
condutividade elétrica total (CEt dS m™). A partir desses dados o EE foi calculado o através
da equacao: EE = (CEI/CEt) x 100 e o PIA utilizando a equacao: PIA =1 — CEI/CEt x 100, de
acordo com Pimentel et al. (2002).

O teor de MDA foi analisado para avaliar a peroxidacao lipidica e junto com o de
H,0; serviu como parametro para avaliar os niveis de estresse oxidativo. Para a obtenc¢ao dos
teores de MDA e H,0O,, 0,2 g de amostras frescas de laminas foliares foram macerados em N,
liquido na presenca de 4cido tricloroacético (TCA) a 0,1% e 20% de polivinilpirrolidona
(PVP). As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos em centrifuga
refrigerada a 4 °C e o sobrenadante utilizado como extrato. As leituras foram realizadas
utilizando espectrofotdometro UV-vis.

A quantificagdo do teor de MDA foi baseada na metodologia descrita por Heath e
Packer (1968). Utilizaram-se 250 uL do extrato ao qual foi adicionada 1,0 mL de uma mistura
de acido tricloroacético (TCA) a 10% e tiobarbitarico (TBA) a 0,25%. As amostras foram
incubadas em banho-maria a 95 °C por 30 minutos e, ap0s resfriamento, foram centrifugadas
por 10 minutos a 10.000 g e utilizadas para as leituras das absorbancias a 560 e 600 nm.

Os teores de H,O, foram quantificados de acordo com Alexieva et al. (2001), método
através do qual amostras da mistura contendo 200 pL dos extratos, 200 pL de tampao fosfato
de potéssio a 0,1 M (pH 7,5) e 800 uL de solugdo 1,0 M de iodeto de potassio, permaneceram
por 1 hora em gelo no escuro. Em seguida as amostras foram retiradas do escuro e mantidas a

temperatura ambiente para serem utilizadas nas leituras a 390 nm de absorbancia.
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Para aveiguar os efeitos do estresse no aparato fotossintético foram obtidos os teores
dos pigmentos fotossintetizantes clorofila a (Cloa), clorofila b (Clobd) e carotenoides (Car), os
quais foram determinados por espectrofotometria de acordo com o método de Arnon (1949),
homogeneizando 0,1 g de tecido fresco em 80 % (v/v) de solugdo aquosa de acetona e
calculados com base nas equacdes descritas por Lichtenthaler (1987): clorofila a = 12,72 x
Ages — 2,59 x Agus; clorofila b = 22,88 x Agss — 4,67 X Ages € carotenoides = A partir dos
valores dos teores de clorofilas calculou-se a razdo entre os teores das clorofilas “a” e “b”
(Cloa/b) e o somatorio (Cloa+b).

As atividades das enzimas SOD, APX e CAT e o teor de carotenoides foram
realizados para averiguar a ativagdo do sistema antioxidativo. Para as atividades das enzimas
do sistema antioxidativo macerou-se 0,2 g de tecido fresco por amostra em nitrogénio (N)
liquido com a adigao de PVP e tampao fosfato de potassio pH 7,5 100 mM contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e ditiotreitol (DTT). O homogenizado foi foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 20 minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C. O sobrenadante
foi utilizado como extrato enzimatico para as andlises, as quais foram determinadas por
espectrofotometria utilizando espectrofotometro UV-vis.

A atividade da SOD foi obtida determinando a inibi¢do da reducdo fotoquimica do
nitro blue tetrazolium (NBT) pela enzima, seguindo a metodologia de Giannopolitis e Reis
(1977). Amostras contendo 3 mL da mistura reacional composta por 50 pL do extrato
enzimatico, tampao fosfato de potassio a 85 mM (pH 7,8), NBT a 75 uM, riboflavina a 5 uM,
metionina 13 a mM, EDTA 0,1 a mM, foram acondicionadas em tubos de vidro e expostas a
luz branca por 5 minutos. Posteriormente, as leituras foram efetuadas a 560 nm de
absorbancia. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima que inibiu 50 %
da formazana por grama de massa fresca.

A quantificagdo da atividade da APX foi realizada conforme Nakano e Asada (1981),
baseada no consumo do ascorbato, através da medida da variacao da absorbancia a 290 nm de
uma solugdo reacional contendo 75 pL do extrato enzimatico, 1335 puL de tampao fosfato de
potassio a 0,05 M (pH 6,0), 75 uL de &cido ascorbico a 0,01 M e 15 pL de H,O, a 0,1 M.

A atividade da CAT foi obtida com base na metodologia descrita por Berrs e Sizer
(1952), pelo declinio da absorbancia do H,O, consumido a 240 nm, de uma solugdo composta
por 25 pL do extrato enzimatico, 1390 puL de tampdo fosfato de potassio a 0,01 mM (pH 7,0)
e 50 pL de H,0, 2 0,5 M.

Para as andlises estatisticas, adotou-se um esquema fatorial 2 x 2, considerando dois
fenodtipos (com e sem tricomas) e dois regimes hidricos (controle e suspensao de rega), o que
gerou quatro tratamentos para cada periodo. As unidades experimentais, constituidas por uma
planta por vaso, foram dispostas em delineamento inteiramente casualizado com quatro
repetigdes. O dados foram submetidos a andlise da varidncia (ANOVA), e as médias

comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Coeficientes de correlagdo



BARBOSA, M.R. Estratégias fisiologicas a restricao hidrica de Cnidoscolus quercifolius... 66

de Pearson (r) foram calculados para as combinagdes entre todas as variaveis. As analises

estatisticas foram realizadas utilizando o softwere SISVAR 5.6.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento de suspensdo de rega durante 60 dias causou redu¢do na producdo de

biomassa das plantas submetidas ao estresse. O déficit hidrico ndo afetou as plantas com e

sem tricomas de maneira distinta, pois, diferente comportamento ocorreu apenas no acumulo

de biomassa das plantas mantidas com rega continua até os 105 dias, quando a faveleira sem

tricomas apresentou mais biomassa seca na parte aérea € menos na raiz, em relacdo a plantas

com tricomas (Figura 1).
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Figura 1. Biomassa seca: parte aérea (A) e raizes (B) aos 60 dias apos o inicio dos
tratamentos; parte aérea (C) e raizes (D) aos 105 dias apds o inicio dos tratamentos (45 dias
apos o retorno da rega) de mudas de Cnidosculus quercifolius Pohl com e sem tricomas
submetidas a dois regimes hidricos (controle e suspensdo de rega). Letras mintsculas iguais
nao diferem estatisticamente entre as plantas com e sem tricomas, € as maiusculas nao
diferem entre os tratamentos, pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A reducdo da biomassa atrelada aos baixos teores de agua ¢ um comportamento
comum em plantas sob déficit hidrico. Neste caso, para evitar perda de dgua por transpiracdo
algumas plantas adotam a restri¢do da abertura estomatica o que dificultam a difusdo de CO;
para o interior da folha, o que limita a geracao de carboidratos pela fotossintese, € como
consequéncia, reduz o acimulo de biomassa (SIMOVA-STOILOVA; VASSILEVA;
FELLER, 2016).

Embora o retorno da rega ndo tenha proporcionado a recuperacdo completa da
biomassa seca das plantas, incrementos de aproximadamente 85 % da biomassa seca da parte
aérea e de 72 % da biomassa seca da raiz, em comparacdo com as plantas sob suspensao de
rega, indicam que estas plantas estio em fase de recuperagdo, apds serem expostas ao
estresse. Essa recuperagdo do incremento da biomassa seca nestas plantas, demonstra o
retorno das atividades metabodlicas envolvidas com o crescimento como indicativo de
recuperac¢ao do estresse (Figura 1).

A suspensdo da rega promoveu menores percentuais de alocacdo de biomassa para as
raizes aos 60 dias em comparagdo com o tratamento controle. Este resultado foi mantido aos
105 dias apos o inicio dos tratamentos, periodo que representa 45 dias de retorno da rega nas

plantas sujeitas ao défit hidrico (Figura 2).
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Figura 2. Alocacdao de biomassa: parte aérea e raiz (A) aos 60 dias apds o inicio dos
tratamentos; parte aérea e raiz (B) aos 105 dias apos o inicio dos tratamentos (45 dias ap6ds o
retorno da rega) de mudas de Cnidosculus quercifolius Pohl submetidas a dois regimes
hidricos (controle e suspensdo de rega). Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre os
tratamentos, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

No periodo de retorno da rega (105 dias apds o inicio dos tratamentos) nas plantas do

tratamento SR o maior investimento em crescimento foi na parte aérea (62,6 %) e ndo nas
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raizes (37,4 %), em comparagdo com o periodo do estresse no qual essas plantas alocaram
48,1 % da biomassa para a parte aérea e 51,9 % para as raizes (Figura 1 C e F). Em plantas
tolerantes a seca o crescimento das raizes pode ser direcionado para proporcionar melhor
absor¢ao de dgua nas camadas superficiais do solo (BASU et al., 2016). Segundo Aloufa e
Moura (2016) as raizes da faveleira alcancam pouca profundidade como estratégia para
favorecer a captacdo dos pequenos volumes de agua superficiais das primeiras chuvas, apos
periodos de seca na Caatinga. Neste sentido, os autores relatam que este comportamento
impulsiona o rapido desenvolvimento de novas folhas na faveleira no inicio dos periodos
chuvosos. Estas observagdes também sugerem que a maior alocagcdo de biomassa para a parte
aérea com o retorno da disponibilidade hidrica nas plantas do presente experimento ¢ reflexo
da capacidade de rapida recuperagdo do estresse hidrico apresentada pela faveleira (Figura 2).

Nas plantas expostas aos 60 dias de suspensdo de rega foi evidenciado efeito negativo
do déficit hidrico no TRA. Apds periodo de reidratagao, esse efeito foi eliminado pelo retorno

da disponibilidade hidrica nestas plantas (Tabela 1).

Tabela 1. Médias do teor relativo de agua (TRA), taxa de extravasamento de eletrolitos (EE)
e percentual de integridade absoluta de membrana (PIA) em plantas de Cnidosculus
quercifolius Pohl submetidas a dois regimes hidricos (controle e suspensao da rega) em dois

periodos de avaliagdo (60 e 105 dias)

Tratamentos TRA (%) EE (%) PIA (%)
60 dias apds o inicio dos tratamentos

Controle 82,1a 18,5b 81,5a
Suspensdo de rega 71,4 Db 23,6 a 76,4 b
CV% 5,5 3,3 0,9

105 dias apds o inicio dos tratamentos ------------------

Controle 79,2 a 20,8 a 81,6 a
Suspensao de rega 76,4 a 18,4 b 79,2 b
CV % 3,4 8,5 2,1

M¢dias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p <

0,05).

A disponibilidade de dgua ¢ um dos fatores chave para a manuten¢@o das atividades
metabolicas e da turgescéncia celular, e assim como o CO,, representa um componente
primordial para o crescimento em plantas (BARTLETT; SCOFFONI; SACK, 2012; KLUGE;
TEZOTTO-ULIANA; DA SILVA, 2015). Neste caso, os maiores valores de TRA,
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acompanhados do incremento na biomassa seca nas plantas irrigadas, no presente estudo,
indicam a influéncia positiva da hidratagio na manutencdo do crescimento dessas plantas
(Tabela 1 e Figura 1). Redug¢do no conteudo relativo de agua foi verificada também em
plantas de Jatropha curcas expostas ao estresse hidrico (ARCOVERDE et al., 2014;
MOURA et al., 2016). Arcoverde et. al., (2014) também verificaram posterior recuperacao
das plantas de J. curcas quando passaram a ser reidratadas, apds periodo de estresse hidrico.
Estes autores relataram que houve influéncia do maior contetdo relativo de 4gua na
manuten¢do do crescimento das plantas irrigadas.

A integridade das membranas foi afetada negativamente pela suspensdo da rega, o que
pode ser percebido pelo aumento do EE e reducdo do PIA (Tabela 1). Neste tratamento, forte
correlacdo positiva entre o PIA e o TRA (r = 8,0) foi detectada. Estes resultados indicam que
a desidratacdo nestas plantas foi suficiente para influenciar na ocorréncia de danos nas
membranas celulares dos tecidos (Tabela 1). Segundo Pimentel et al., (2002), menores
percentuais de integridade absoluta de membrana (PIA), indicam maior taxa de liberagdo de
eletrélitos, o que corrobora com os resultados obtidos no presente experimento. Este tipo de
resposta ¢ um sinal de ruptura das membranas celulares, o que pode ser promovido por
peroxidagdo lipidica provocada por danos oxidativos em plantas sob estresses abiOticos
(DEMIDCHIK, 2015). Em plantas de Myracrodruon urundeuva, espécie da Caatinga, foi
observada redu¢do dos PIA quando as plantas foram submetidas ao déficit hidrico, em
comparagao com as irrigadas diariamente (MARIANO et al., 2009). Assim como a faveleira,
embora a espécie seja tolerante a seca, a integridade das membranas ¢ comprometida,
caracterizando os efeitos do estresse hidrico (Tabela 1).

Embora o TRA tenha aumentado com o retorno da rega por 45 dias, a hidrata¢do das
plantas até este periodo ndo foi suficiente para promover a recuperacdo completa da
integridade das membranas nas plantas sob estresse. Contudo, foi observada uma queda de 6,3
% no PIA nas plantas sujeitas aos 60 dias de suspensdo de rega em comparagdo com as
plantas irrigadas durante este periodo. Durante 45 dias do retorno da rega (aos 105 dias apds o
inicio dos tratamentos), essa queda reduziu para menos da metade (2,9 %) (Tabela 1). Estes
resultados indicam que as plantas reidratadas se encontravam em fase de recuperagdo da
integridade das membranas.

A suspensdo do fornecimento de dgua ndo afetou os teores de clorofila b e clorofilas
a+b, mas, provocou diminui¢ao nos teores de clorofila “a” e na razao entre as clorofilas “a” e

“b” e elevagdo no teor de carotenoides nas plantas (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias dos teores de clorofila “a” (Cloa), clorofila “b” (Clob), clorofilas a+b
(Cloa+b) e de carotenoides (Car) e relagdo entre as clorofilas “a” e “b” (Cloa/b) em plantas
de Cnidosculus quercifolius Pohl, submetidas a dois regimes hidricos (controle e suspensdo

da rega) em dois periodos de avaliagdo (60 e 105 dias)

Tratamentos Cl.? a Cl_? b Cloa/b Cloﬁ b C_e}r
(mg.g” MF) (mg.g” MF) (mg.g” MF) (mg.g” MF)
----------------- 60 dias apos o inicio dos tratamentos =----------------
Controle 225a 10,3 a 23a 32,8 a 0,456 b
Suspensdo de rega 18,6 b 12,5a 1,5b 31,1a 0,599 a
CV% 9,0 19,7 26,4 9,1 15,6
----------------- 105 dias ap6s o inicio dos tratamentos ------—--------—
Controle 21,7 a 12,7 a 19a 34,6 a 0,455a
Suspensio de rega 22,0 a 12,2 a 1,9a 343a 0,454 a
CV% 13,3 25,4 31,2 8,7 10,6

Meédias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05)

A clorofila a participa de reagdes fotoquimicas no primeiro estdgio do processo
fotossintético. Em plantas submetidas ao estresse hidrico a dissipagao fotoquimica da energia
luminosa ¢ limitada e o acumulo dessa energia promove a formagdo de ROS (SOFO et al.,
2015). Assim, nas plantas expostas a 60 dias de suspensdo de rega, a queda no teor de Cloa
pode ter ocorrido para diminuir a captacdo de energia luminosa direcionada para a
fotossintese, como protegao contra estresse oxidativo (Tabela 2).

A queda no teor de Cloa proporcionou menor relacdo Cloa/b nas plantas submetidas
aos 60 dias de déficit hidrico. Posteriormente, quando estas plantas voltaram a ser irrigadas
(aos 105 dias), os valores médios do teor de Cloa e da relacdo Cloa/b equipararam-se aos do
tratamento controle (Tabela 2). O decaimento da relacao Cloa/b envolve diferentes processos,
os quais podem ser estimulados pelo estresse hidrico, como a degradacdo das clorofilas
(HORTENSTEINER; KRAUTLER, 2011), a sintese da Clob a partir da Cloa, a qual ocorre
no ciclo da clorofila na presenga de NADPH (TRIPATHY; PATTANAYAK, 2012), o
balanco na estequiometria entre o PSI e PSII e o ajustamento do tamanho do complexo de
antenas do PSII (ESTEBAN et al., 2015). Avaliando plantas de J. curcas expostas a seca,
Sapeta et al. (2016) também destacaram a sintese de Clob como principal causa na redu¢do da
relacdo Cloa/b. Estes autores associaram a regulacdo negativa de uma enzima do ciclo da
degradacao da clorofila (CAO) com a rapida recuperagdo do aparato fotossintético depois que
as plantas foram reidratadas.

Danos no PSII em populagdes naturais de faveleira durante periodo de estiagem na

Caatinga foram observados por Oliveira et al. (2014), resultado que foi evidenciado pelos
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baixos valores médios da eficiéncia quantica fotossintética nestas plantas. Na presente
pesquisa, a redugdo da relagdo Cloa/b sugere a ocorréncia da sintese de Clob a partir de Cloa
na faveleira, como estratégia de prote¢do do aparato fotossintético contra estresse oxidativo.
No final do periodo de retomada da rega (105 dias apds o inicio dos tratamentos), foi
observada recuperacao completa do aparato fotossintético das plantas de faveleira expostas ao
déficit hidrico, ja que ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos com relagdo aos
valores médios de Cloa, Clob, Cloa+b, relagdao Cloa/b e carotenoides (Tabela 2).

A suspensdo da rega provocou aumento no teor de MDA (Tabela 3), no EE, e menor
PIA (Tabela 1). Estes resultados evidenciam a ocorréncia de peroxidagdo lipidica, evento
caracterizado por danos oxidativos nas membranas celulares o qual pode ser ocasionado pelo
oxigénio singleto (‘O,), ROS que reage com seus acidos graxos das mabranas tornando-os
reativos e gerando o MDA como subproduto (DEMIDCHIK, 2015). A producéo do 'O, se d4
quando a limitacao nas taxas de fixacdo de carbono causa um desequilibrio no balango entre a
produgdo e o consumo de energia (dissipagcdo fotoquimica) em plantas em condi¢des de
estresse hidrico, provocando excesso de energia luminosa nos fotossistemas (PS). Esse
excesso pode ser dissipado em forma de calor (dissipagdo ndo fotoquimica) pelos
carotenoides para evitar a formacio do 'O, (ESTEBAN et al., 2015; TIAN et al., 2016). Este
evento foi observado na presente pesquisa com a elevacao no teor de carotenoides nas plantas
expostas a 60 dias de déficit hidrico, o que demonstrou a ativa¢ao do sistema antioxidante nao
enzimatico no combate aos efeitos deletérios do estresse oxidativo. Na ocasido o pigmento
demonstrou eficiéncia na dissipa¢dao nao fotoquimica do excesso de energia provocado pelo
déficit hidrico sob a clorofila a (Tabela 2). Em plantas de J. curcas, aumento nos teores de
carotenoides foi observado apenas quando as plantas foram submetidas a menores periodos de
exposicao ao estresse hidrico (4 dias) e declinio quando expostas a maiores periodos (8 dias )
(POMPELLI et al., 2010).

Nas plantas submetidas aos 60 dias de estresse hidrico, a atividade das enzimas SOD,
APX e CAT e o teor de MDA foram elevados, enquanto o teor de H,O, foi diminuido (Tabela
3).
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Tabela 3. Médias das atividades enzimaticas da superdxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e catalase (CAT) e teores de perdxido de hidrogénio (H,O,) e de
malondialdeido (MDA) em plantas de Cridosculus quercifolius Pohl, submetidas a dois

regimes hidricos (controle e suspensao da rega) em dois periodos de avaliagao (60 e 105 dias)

Tratamentos U S?\?F_ | (mnﬁ)fl)iisA. (pm((j)f‘l}qzoz. MDA 4 H,0, 4
g ) min’l.g MF) min’l.g MF) (nmol.g MF™) (pmol.g MF™)
60 dias apo6s o inicio dos tratamentos
Controle 328 b 19b 302 b 19b 30a
Suspensdo de rega 571 a 51a 525a 44 a 19b
CV % 20,2 19,1 30,7 32,1 23,1
105 dias apds o inicio dos tratamentos
Controle 239D 3la 289 b 1,2a 33a
Suspensdo de rega 415 a 22b 395a 0,7b 25b
CV % 37,1 26,9 27,9 32,1 18,8

Meédias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A SOD ¢ considerada a primeira linha de defesa contra ROS e atua na eliminacao do
radical superoxido (O,"), molécula moderadamente reativa, mas, potencialmente perigosa,
por participar da formagdo do radical hidrixila OH’, ROS causadora de efeitos deletérios em
proteinas, acidos nucléicos e membranas celulares (INUPAKUTIKA, et al., 2016). No
presente experimento, a elevacdo na atividade da SOD nas plantas sob estresse ocorreu,
provavelmente devido a limitagdo da captacao de CO, causada pelo fechamento estomatico
(Tabela 3). Quando isso ocorre, 0 NADPH ¢ acumulado durante o ciclo de Calvin e os
elétrons que seriam transferidos para o NADP no final da cadeia de transportes de elétrons na
fase fotoquimica, passa para o O, e forma (O,") (BARBOSA et al., 2014).

Na presente pesquisa, observou-se correlacao positiva entre SOD e APX (r = 0,8) ¢
correlacdo inversa entre APX e H,O, (r = -0,7) nas plantas submetidas a suspensdo de rega, o
que evidencia a agdo da APX no controle no teor de H,O, formado pela dismutagdo do O,"
pela a¢ao da SOD para minimizar os efeitos do estresse-melhorar (Tabela 3). Embora o H,0O,
nao seja um radical livre, possui grande potencial para causar danos oxidativos, uma vez que,
na presenga de ions metalicos como ferro e cobre, participa da formagdo do OH', uma das
ROS mais reativas e que pode ocasionar peroxidagdo lipidica (DEMIDCHIK, 2015). Apesar
da suspensdo total de rega por 60 dias no presente experimento, a faveleira demonstrou ter
sentido o estresse de forma moderada. A acdo da APX ¢ indicada como sinal de estresse
moderado. Este fato pode ser explicado pela maior afinidade da enzima por moléculas de
H;0,, j4 que a mesma ¢ ativada na presenca de baixas concentragdes da molécula (uM),

enquanto a CAT necessita de maiores concentracdes para ser ativada (mM) (BARBOSA, et
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al., 2014). Silva et al., (2015), avaliando plantas de J. curcas submetidas ao déficit hidrico,
enfatizaram o eficiente mecanismo da eliminacdo do H,O, exercido pela APX em defesa do
estresse hidrico moderado.

Embora a atividade da CAT tenha elevado nas plantas submetidas a suspensao de rega
(Tabela 3), nao foi observada correlagdo entre a atividade da enzima e o teor de H,O, (r = -
0,4). Esta alta atividade pode estar atrelada a elimina¢do do H,0O, gerado na via
fotorrespiratéria, uma vez que a enzima ¢ uma das principais eliminadoras do H,O, nesta via,
processo que ocorre em plantas expostas ao déficit hidrico, onde a concentragdo de CO, ¢
reduzida ativando a fun¢do oxigenase da enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase
(Rubisco) (SOFO et al., 2015; EISENHUT et al., 2017). Neste sentido, Silva et al., (2015)
destacaram o importante papel da fotorrespiracdo na prote¢do do aparato fotossintético em
plantas de J. curcas expostas ao déficit hidrico. Pompelli et al. (2010) também associaram a
alta atividade da CAT com a fotorrespiracao em plantas de J. curcas submetidas ao estresse
hidrico.

O estresse oxidativo provocado pelo excesso de ROS em plantas expostas a estresses
abioticos causa danos celulares que podem ser revertidos ou nao, o que depende do grau de
tolerancia do genotipo ou da espécie (SIMOVA-STOILOVA; VASSILEVA; FELLER,
2016). As plantas de faveleira, com e sem tricomas, demonstraram ser capazes de reverter os
sintomas do estresse pela acdo das enzimas antioxidantes SOD, APX e CAT, o que foi
evidenciado pela diminuicao do teor de MDA nas plantas reidratadas, indicando o declinio da
peroxidacdo lipidica (Tabela 3). Estes resultados podem ser reforcados pela recuperacao da
integridade das membranas, evidenciada pelo aumento do PIA nestas plantas (Tabela 1).
Pompelli et al., (2010) observaram aumento nas atividades das enzimas SOD, CAT e APX
quando plantas de J. curcas foram expostas ao estresse hidrico, e posterior declinio das
atividades quando reidratadas. O estresse hidrico também provocou elevacao no teor de MDA
na espécie, e posterior redugdo no contetido da molécula, quando as plantas foram reidratadas
(POMPELLI et al., 2010; ARCOVERDE et al., 2011). Estes autores apontaram a acgdo das
enzimas antioxidantes em combate a ROS para evitar a peroxidacao lipidica.

O alto conteudo de agua nas células durante o déficit hidrico em plantas tolerantes a
seca acarreta na manutencao de suas fun¢des metabolicas. Sapeta et al. (2013), consideraram
o intervalo entre 70-80 % de TRA elevado em plantas de J. curcas. Os autores apontaram a
influéncia destes valores de TRA na manutencao de altos niveis de hidrata¢ao nestas plantas,
mesmo quando elas se encontravam sob estresse hidrico. Assim, os valores médios de TRA
obtidos pela faveleira exposta ao déficit hidrico nas condi¢des do presente experimento

demonstram que o grau de desidratacdo nestas plantas ndo foi elevado o suficiente para afetar
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a manutencao do seu metabolismo celular, uma vez que as plantas conseguiram ativar os
sistemas antioxidantes enzimdtico e ndo enzimatico em defesa do estresse oxidativo como
estratégia de tolerancia ao estresse hidrico, o que infuenciou positivamente na capacidade da

faveleira em recuperar-se apds exposi¢cdo ao estresse.

CONCLUSOES

A estabilidade nos niveis de H,O, e de MDA pelas alteragdes nos sistemas de defesa
antioxidativo enzimatico e ndo enzimatico na faveleira, demonstram a capacidade da espécie
em combater o estresse oxidativo provocado por déficit hidrico, como respostas de tolerancia
a seca, o que contribui para a recuperagao do estresse hidrico na espécie. As respostas da
faveleira independente da presenca do carater tricomas, representam informagdes que podem
ser consideradas vantajosas para a recomendagdo da faveleira sem tricomas como lavoura
xerodfila, visando tanto o melhor aproveitamento da espécie pelas comunidades do semidrido
nordestino, bem como importantes para contribuir em planejamentos de programas de

melhoramento da espécie.
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capitulo ou paginas inicial-final da parte.

Ex:BALMER, E.; PEREIRA, O. A. P. Doengas do milho. In. PATERNIANI, E.; VIEGAS,
G. P. (Ed.). Melhoramento e produ¢ao do milho. Campinas: Funda¢ao Cargill, 1987. v. 2,
cap. 14, p. 595-634.

d) Dissertacoes e Teses: (somente serdo permitidas citacdes recentes, PUBLICADAS NOS
ULTIMOS TRES ANOS QUE ANTECEDEM A REDACAO DO ARTIGO).Referenciam
seda seguinte maneira:

AUTOR. Titulo: subtitulo. Ano de apresentacdo. Numero de folhas ou volumes. Categoria
(grau e area de concentracao) - Instituicao, local.

Ex: OLIVEIRA, F. N. Avaliacio do potencial fisiologico de sementes de girassol
(Helianthusannuus 1.).2011. 81 f. Dissertacdio (Mestrado em Fitotecnia: Area de
Concentragio em Tecnologia de Sementes) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido,
Mossoro, 2011.

e) Artigos de Anais ou Resumos: (DEVEM SER EVITADOS)

NOME DO CONGRESSO, n.°., ano, local de realizacao (cidade). Titulo... subtitulo. Local de
publicacdo (cidade): Editora, data de publicagdo. Numero de paginas ou volumes.

Ex: BALLONI, A. E.; KAGEYAMA, P. Y.; CORRADINI, I. Efeito do tamanho da semente
de Eucalyptusgrandis sobre o vigor das mudas no viveiro € no campo. In. CONGRESSO
FLORESTAL BRASILEIRO, 3., 1978, Manaus. Anais... Manaus: UFAM, 1978. p. 41-43.

f) Literatura ndo publicada, mimeografada, datilografada etc.:
Ex:GURGEL, J. J. S. Relatorio anual de pesca e piscicultura do DNOCS. Fortaleza:
DNOCS, 1989. 27 p. Datilografado.

g) Literatura cuja autoria ¢ uma ou mais pessoas juridicas:
Ex: ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 6023: informacio ¢
documentacgao — referéncias — elaboragao. Rio de Janeiro, 2002. 24 p.

h) Literatura sem autoria expressa:
Ex: NOVAS Técnicas — Revestimento de sementes facilita o plantio. Globo Rural, Sao
Paulo, v. 9, n. 107, p. 7-9, jun. 1994.

i) Documento cartografico:
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Ex: INSTITUTO GEOGRAFICO E CARTOGRAFICO (Sio Paulo, SP). Regides de governo
do Estado de Sido Paulo. Sdo Paulo, 1994. 1 atlas. Escala 1:2.000.

J) Em meio eletronico (CD e Internet):Os documentos /informagoes de acesso exclusivo
por computador (online) compdem-se dos seguintes elementos essenciais para sua
referéncia:

AUTOR. Denominagdo ou titulo e subtitulo (se houver) do servico ou produto, indica¢do de
responsabilidade, endereco eletronico entre os sinais <> precedido da expressao — Disponivel
em: — e a data de acesso precedida da expressdo — Acesso em:.

Ex: BRASIL. Ministério da Agricultura e do abastecimento. SNPC — Lista de Cultivares
protegidas. Disponivel em:<http://agricultura.gov.br/scpn/list/200.htm>. Acesso em: 08 set.
2008.

GUNCHO, M. R. A educacio a distancia e a biblioteca universitaria. In: SEMINARIO DE
BIBLIOTECAS UNIVERSITARIAS, 10., 1998, Fortaleza. Anais... Fortaleza: Tec Treina,
1998. 1 CD-ROM.

UNIDADES E SIMBOLOS DO SISTEMA INTERNACIONAL ADOTADOS PELA
REVISTA CAATINGA

Gl'ahdezns basicas Unidades Simbolos Exemplos
Comprimento metro m

Massa quilograma quilograma kg

Tempo segundo $

Corrente elétrica amper A

Temperatura termodinamica Kelvin K

Quantidade de substancia mol mol

Unidades derivadas

Velocidade --- ms’ 343ms’

Aceleragio --- ms” 9.8ms”

Volume Metro  cubico, M, L* 1 m’.1 000 L*
litro

Freqiiéncia Hertz Hz 10 Hz

Massa especifica --- Kg m” 1.000 kg m”

Forca newton N 15N

Pressdo pascal pa 1.013.10°Pa

Energia joule T 417
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Calor especifico --- I (kg 0(‘}'1 4186 T (kg OC)'I
Calor latente - I kg'l 2.26.10° T kg';l
Carga elétrica coulomb B 1C
Potencial elétrico volt v 25V
Resisténcia elétrica ohm Q 29Q
Intensidade de energia Watts/metros W m? 1.372 W m>
quadrado
Concentracio Mol/metro Mol m™ 500 mol m”
cubico
Condutancia elétrica siemens S 3008
Condutividade elétrica desiemens/metr  dSm™ 5dSm’
0
Temperatura Grau Celsius ‘c 25°¢
Angulo Grau 2 30°
Percentagem --- % 45%

Numeros mencionados em sequéncia devem ser separados por ponto e virgula (:). Ex: 2.5:

4.8:5.3



