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— IF Goiano — Campus Rio Verde, agosto de 2019. Contribuicdo de componentes
morfoanatémicos, hidraulicos, bioquimicos e hormonais na aclimatacéo a multiplos fatores
de estresses em plantas de Dipteryx alata. Orientadora: Dra. Fernanda dos Santos Farnese.
Coorientadores: Dr. Paulo Eduardo de Menezes Silva, Dr. Adinan Alves da Silva e Dr. Juraci
Alves de Oliveira

O Cerrado é um dos principais biomas do Brasil, tanto em extensdo territorial quanto em
diversidade de espécies. De acordo com os modelos climaticos, as condigdes abidticas de
diversas regides do Brasil irdo se alterar drasticamente em um futuro préximo, sobretudo em
relagéo ao aporte de chuva em regides onde o bioma Cerrado ocorre. Visando avaliar o impacto
dessas alteragdes em uma planta nativa do Cerrado, plantas de baru (Dipteryx alata) foram
submetidas a diversos fatores abioticos estressantes: déficit hidrico, salinidade e hipoxia. As
plantas foram mais vulneraveis a salinidade e a hipdxia do que a seca, indicando tolerancia da
planta ao déficit hidrico, o que provavelmente esta relacionado com sua histéria evolutiva. A fim
de aprofundar o conhecimento sobre atolerancia de D. alata a seca, o papel do fitormonio etileno
(ETH) foi avaliado. Para isso, um segundo experimento foi montado, no qual as plantas foram
submetidas apenas ao déficit hidrico, sendo que metade das plantas foram aspergidas com um
inibidor da acdo do ETH. As plantas aspergidas com o inibidor ETH apresentaram maior
condutancia estomatica, 0 que permitiu a manutencdo de maior taxa fotossintética, mas, ao
mesmo tempo, resultou em quedas no potencial hidrico. Plantas submetidas ao déficit hidrico
isoladamente, por sua vez, mantiveram o potencial hidrico, mas apresentaram quedas na
fotossintese, na fotorrespiracdo e aumento na concentracdo de perdxido de hidrogénio. Cabe
ressaltar que, embora plantas expostas a seca em combinacdo com o inibidor do ETH tenham
apresentado maior fotossintese, € provavel que isso ndo se mantenha em secas mais prolongadas,
uma vez que a manutencdo dos estdbmatos abertos provavelmente resultaria em dessecacéo
excessiva dos tecidos. Para testar essa hipotese, um terceiro experimento foi montado. Para isso,
mudas de D. alata foram irrigadas até a capacidade de campo, sendo que metade delas recebeu
solucdo contendo inibidor da acdo do etileno. Em seguida, a fisiologia dessas plantas foi avaliada
continuamente a medida que o solo secava ao longo dos dias, até a morte vegetal. Conforme
esperado, plantas submetidas a seca em associacdo com o inibidor do ETH mantiveram seus
estdmatos abertos por mais tempo, o que resultou em danos celulares e morte precoce devido a

falha hidréulica e a privagéo de carbono.



Palavras-chave: Sinalizagdo celular, Etileno, Fisiologia vegetal, Seca, Mortalidade,
Condutancia estomética, Amido, Falha hidréaulica.



GENERAL ABSTRACT

SOUSA, Leticia Ferreira de, M.Sc., Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano
— IF Goiano — Campus Rio Verde, August 2019. Contribution of morphoanatomic, hydraulic,
biochemical and hormonal components in acclimatization to multiple stress factors in
Dipteryx alata plants. Advisor: Dsc? Fernanda dos Santos Farnese. Coadvisor: Dsc. Paulo
Eduardo de Menezes Silva, Dsc. Adinan Alves da Silva and Dsc. Juraci Alves de Oliveira

The Cerrado is one of the main biomes in Brazil, both in territorial extension and species
diversity. According to climate models, abiotic conditions in several regions of Brazil will
change dramatically in the near future, especially in relation to rainfall in regions where the
Cerrado biome occurs. In order to evaluate the impact of these changes on a native Cerrado plant,
baru plants (Dipteryx alata) were subjected to several stressful abiotic factors: water deficit,
salinity, and hypoxia. Plants were more vulnerable to salinity and hypoxia than to drought,
indicating plant tolerance to water deficit, which is probably related to their evolutionary history.
In order to deepen the knowledge of D. alata drought tolerance, the role of ethylene (ETH) was
evaluated. For this, a second experiment was set up, in which the plants were subjected only to
water deficit, and half of the plants were sprayed with an ETH action inhibitor. Plants sprayed
with the ETH inhibitor showed higher stomatal conductance, which allowed the maintenance of
a higher photosynthetic rate, but at the same time resulted in decreases in water potential. Plants
subjected to water deficit alone, in turn, maintained water potential but showed decreases in
photosynthesis, photorespiration and increased hydrogen peroxide concentration. It is
noteworthy that although drought-exposed plants in combination with the ETH inhibitor showed
higher photosynthesis, it is likely that this will not be sustained in longer droughts since keeping
the stomata open would probably result in excessive tissue desiccation. To test this hypothesis,
a third experiment was set up. For this, D. alata seedlings were irrigated to field capacity, and
half of them received ethylene action inhibitor solution. Then the physiology of these plants was
continuously evaluated as the soil dried over the days until plant death. As expected, plants
subjected to drought in combination with the ETH inhibitor kept their stomata open for a longer
period of time, resulting in cell damage and early death due to hydraulic failure and carbon

deprivation.

Keywords: Cell signaling, Ethylene, Plant physiology, Drought, Mortality, Stomach

conductance, Starch, Hydraulic failure.



1. INTRODUCAO GERAL

As acles antropicas na natureza ao longo das ultimas décadas causaram uma série de
desbalangos ambientais capazes de alterar significativamente a complexa dinamica pluvial e
térmica em todo o globo. Com efeito, diversos modelos climéticos preveem, j& para as proximas
décadas, um aumento significativo na frequéncia de eventos climéaticos extremos, tais como
ondas cada vez mais intensas de calor e seca, além de inundages mais frequentes e salinizacéo
do solo em determinadas regides (IPCC, 2014). Dessa forma, caso as previsdes de alteracGes
climaticas se concretizem, espera-se que plantas de diferentes biomas passem a ser submetidas
a diferentes tipos de estresses abidticos, como seca, alagamento e solos cada vez mais salinos, o
que pode comprometer o crescimento e a conservacdo de espécies (Sano et al., 2019).

Dentre todos os fatores previstos para terem seus efeitos intensificados, o mais
preocupante € a seca, uma vez que esse fator, juntamente com a temperatura, € o principal
determinante da sobrevivéncia, distribuicdo e produtividade de espécies florestais em todo o
mundo (Choat et al., 2018). Estudos de plantas submetidas a seca severa tem recebido muita
atencdo nos ultimos anos (Wani et al. 2017; Xie et al., 2017; Zargar et al., 2017; Sousa et al.,
2019). Regides, particularmente nos tropicos, onde a taxa de evapotranspiracdo € superior a
precipitacdo, os episodios de seca sdo notavelmente agravados pela alta radiacdo e altas
temperaturas (DaMatta, 2003; DaMatta e Ramalho, 2006), que caracteriza a seca como um
estresse multidimensional (DaMatta, 2003). Este estresse abiotico supera o0s danos
desencadeados de todos os estresses bidticos e abidticos em conjunto (Flexas et al. 2009). A
restricdo hidrica altera o status hidrico da planta, como a reducdo do potencial hidrico e
turgescéncia celular (Lisar et al., 2012). Em resposta a esses fatores, ao longo do periodo
evolutivo por selecdo natural, as plantas desenvolveram uma série de ajustes estruturais e
funcionais para se adaptar ao meio (Brodribb et al., 2014; Trueba et al. 2017). Com efeito,
distintos 6rgaos estdo intimamente relacionados aos aspectos centrais do metabolismo vegetal,
bem como o balanco de carbono e o transporte hidrico (Martins et al., 2016; Tabassum et al.
2016). Dentre essas estruturas destacam-se 0s estbmatos e vasos xilematicos.

Existe um trade-off de estbmatos com cavitacdo de vasos condutores do xilema.
Conforme o solo vai secando, os estdbmatos regulam a perda de agua e evitam o aumento ao
méaximo da pressdo no xilema, dentro de um intervalo de tolerancia do sistema hidraulico para a
protecdo do xilema a embolia (Meir e Woodward, 2010; Choat et al. 2012). Caso o
reabastecimento da agua transpirada ndo seja resposta, aumenta-se a tensdo nos vasos
xilematicos que ocasiona a quebra da coluna d’agua e formacdo de bolhas de ar por cavitagao

(Choat et al. 2012; Charrier et al., 2016; Trueba et al., 2017), porém este mecanismo nado
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representa uma estratégia efetiva de escape aos efeitos de seca severa, ao ponto que, a falha
hidraulica desencadeard dano e dessecacao tecidual que pode evoluir na morte vegetal (Choat et
al. 2012; Grossiord et al., 2017). A resisténcia a embolia € caracterizada pela relacdo entre
pressao do xilema e a perda da condutividade hidréulica (Choat et al. 2012), sendo assim, 0 Psg
é um indicador de resisténcia & embolia mais comumente utilizado, que determina o valor do
potencial hidrico (¥w) no qual ocorre perda de 50% da condutividade hidraulica e 0 ¥w letal
ocorre com a perda em cerca de 80-100% da condutividade (Pss) (Choat et al., 2018; Kursar et
al., 2009; Urli et al., 2013). Assim, uma margem de seguranca no fechamento estomatico é
necessaria para evitar a falha do sistema hidraulico de plantas em condigdes de seca (Martin-
StPaul et al., 2017). Um outro parametro determinante a vulnerabilidade a cavitacdo € a
densidade de venacdo e condutividade hidraulica do xilema, intimamente relacionada abertura
estomatica e taxas fotossintéticas (Sack et al., 2008; Tabassum et al., 2016). A alta densidade de
venag&o atribui numerosos vasos xilematicos por unidade de area, favorecendo vias mais curtas
da passagem de agua até os estdbmatos (Alves, 2018). Mantém certa seguranca hidraulica e
contribui na manutengdo do sistema hidraulico, propiciando menor ocorréncia de cavitacao
(Scoffoni et al., 2011; Alves, 2018). Neste caso, 0 decréscimo no didmetro dos vasos xilematicos
é levado em consideracdo em plantas submetidas a seca, acredita-se que o menor diametro
contribui na menor ocorréncia de falha hidraulica (Tabassum et al., 2016).

Os hormonios vegetais desempenham importantes fungdes na regulacdo de respostas a
varios estimulos dentro da célula vegetal (Sarwat e Tuteja, 2017). Sendo que, o status hormonal
muda enormemente nas plantas em exposicao a seca (Osakabe et al., 2014). E sabe-se que uma
das primeiras respostas das plantas submetidas a restricdo hidrica consiste no fechamento
estomatico para reduzir as taxas transpiratérias (Martins et al., 2016; Sousa et al, 2019). E essa
regulacdo da abertura estomatica leva a participacdo dos fitormdnios acido abscisico (ABA) e 0
etileno (ETH) por sinalizacdo celular (Sarwat e Tuteja, 2017; Santner e Estelle, 2009). O
conhecimento tradicional documenta que o ABA atua como regulador positivo no fechamento
estomatico e o papel do ETH ainda é incerto, depende do tecido e de sua condicao (revisdo de
Sarwat e Tuteja, 2017).

Diante do exposto, € facil perceber que, nos anos vindouros, espera-se a ocorréncia de
alteracdes em diferentes aspectos do clima, o que pode expor espécies ndo adaptadas a diferentes
estresses abidticos, como seca, salinidade e hipoxia, sendo que os maiores danos provavelmente
ocorrerdo ap0Os exposicdo a seca. Apesar disso, ndo se sabe ainda como espécies nativas do
Cerrado brasileiro responderdo a essas alteragdes, nem como 0s hormdnios vegetais estardo

envolvidos nesse processo.
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CAPITULO 1

INFLUENCIA DE DIFERENTES ESTRESSES ABIOTICOS NOS PROCESSOS
CENTRAIS DO METABOLISMO DE Dipteryx alata



RESUMO

SOUSA, Leticia Ferreira de,M.Sc., Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano
— IF Goiano — Campus Rio Verde, agosto de 2019. Influéncia de estresses abioticos nos
processos centrais no metabolismo de Dipteryx alata. Orientadora: Dra. Fernanda dos Santos
Farnese. Coorientadores: Dr. Paulo Eduardo de Menezes Silva, Dr. Adinan Alves da Silva e Dr.
Juraci Alves de Oliveira

Cerrado, um dos hotspots da biodiversidade, abriga uma das maiores diversidades floristicas do
planeta. Essa grande biodiversidade, no entanto, encontra-se ameagada, uma vez que as acdes
antrépicas na natureza ao longo das Ultimas décadas tém causado uma série de desbalancgos
ambientais. De acordo com os modelos climaticos, as condi¢des abidticas de diversas regides do
Brasil irdo se alterar drasticamente em um futuro préximo, bem como, secas ainda mais intensas
e aporte consideravel na pluviosidade para algumas regides, e aumento na concentracdo de sal
no solo para outras. Caso as previsdes se confirmem profundas alteragcbes pode ocorrer nas
comunidades vegetais. Diante disso, 0 presente estudo avaliou respostas fisioldgicas e
bioguimicas de plantas da espécie Dipteryx alata submetidas a seca, alagamento e salinidade. Os
estresses abioticos afetaram negativamente o metabolismo de D. alata, principalmente nos
tratamentos de salinidade e hipoxia. E provavel que estes resultados reflitam a historia evolutiva
desta espécie que ao longo dos anos por pressdo seletiva conseguiram se adaptarem em locais
onde a seca é um evento frequente, como em biomas cerrado e caatinga. Tais resultados
aprofundou o conhecimento de como essa espécie responde a diversos fatores de estresses
abidticos que ndo s contribuird para a preservacdo da espécie, mas também para projetos de

programas de reflorestamento.

Palavras-chave: Estresse hidrico, Seca, Hipdxia, Salinidade, RelacGes hidricas, Fisiologia

vegetal, Bioquimica, Danos celulares.



ABSTRACT

SOUSA, Leticia Ferreira de, M.Sc., Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano
— IF Goiano — Campus Rio Verde, august 2019. Influence of abiotic stresses on central
processes in Dipteryx alata metabolism. Advisor: Dsc? Fernanda dos Santos Farnese.
Coadvisor: Dsc. Paulo Eduardo de Menezes Silva, Dsc. Adinan Alves da Silva and Dsc. Juraci
Alves de Oliveira

Cerrado, one of the biodiversity hotspots, encompasses one of the largest floristic diversities on
the planet. This great biodiversity, however, is under threat, as anthropic actions in nature over
the last decades have caused a number of environmental imbalances. According to climate
models, abiotic conditions in various regions of Brazil will change dramatically in the near
future, as will even more intense droughts and considerable rainfall for some regions, and
increase in soil salt concentration for others. If predictions are confirmed, profound changes can
occur in plant communities. Therefore, the present study evaluated physiological and
biochemical responses of Dipteryx alata plants submitted to drought, flooding and salinity.
Abiotic stresses negatively affected D. alata metabolism, especially in salinity and hypoxia
treatments. It is likely that these results reflect the evolutionary history of this species that over
the years under selective pressure have been able to adapt in places where drought is a frequent
event, such as in cerrado and caatinga biomes. These results deepened the knowledge of how
this species responds to various abiotic stress factors that will not only contribute to the

preservation of the species, but also to reforestation program projects.

Key words: Water Stress, Drought, Hypoxia, Salinity, Water Relations, Plant Physiology,
Biochemistry, Cell Damage.
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Influéncia de diferentes estresses abioticos nos processos centrais do metabolismo
de Dipteryx alata

1. INTRODUCAO

O cerrado é um dos principais biomas do Brasil, tanto em extensdo territorial quanto em
diversidade de espécies. E considerado um hotspot de biodiversidade mundial e abrange uma das
maiores diversidades floristicas do planeta, com mais de 12.000 espécies vegetais catalogadas,
das quais estima-se que cerca de 11.627 sejam plantas vasculares, com elevado grau de
endemismo (Resende e Guimarées, 2007; Brasil, 2015). Formado por um mosaico de formacoes
vegetais que abrange cerca de 21% do territério nacional, o cerrado ocupa 97% da superficie do
estado de Goias e € considerado a ultima fronteira agricola do planeta (Walter, 2006; Lopes,
2016). Essa grande biodiversidade, no entanto, encontra-se ameagada, uma vez que as acgles
antropicas na natureza ao longo das Ultimas décadas tém causado uma série de desbalancos
ambientais que, em curto prazo, podem alterar significativamente a complexa dinamica pluvial
e térmica em todo o globo. Com efeito, diversos modelos climéaticos preveem, ja para as
proximas décadas, um significativo aumento na frequéncia de eventos climaticos extremos, tais
como aumento de precipitacdo para algumas regides e ondas cada vez mais intensas de calor e
de seca para outras (IPCC, 2013).

De acordo com os modelos climaticos existentes, as condi¢Ges abidticas de diversas
regibes do Brasil irdo se alterar drasticamente em um futuro préximo. Enquanto a maior parte
do cerrado ird enfrentar secas ainda mais intensas, com reducdo de até 45% na precipitacdo até
o fim deste século, alguns modelos climaticos apontam que pontos isolados deste bioma, como
a regido do triangulo mineiro, podem apresentar um aporte consideravel na pluviosidade (Nobre
et al., 2012). Caso essas previsdes se confirmem, profundas alteracdes em diversas comunidades
vegetais podem ser esperadas para as proximas décadas, ja que o estresse hidrico, tanto por seca
quanto por alagamento, interfere negativamente no crescimento e desenvolvimento das plantas.
Em adicdo, as mudancas climaticas poderdo afetar também a salinizacdo do solo, o que pode
ocorrer devido ao aumento no nivel do mar (Teh e Koh, 2016; Daliakopoulos et al., 2016) ou
como consequéncia do incremento da evapotranspira¢do em regides aridas e semi-aridas, o que,
associado com a diminuicdo da precipitacdo, ird aumentar a concentracdo de solutos presentes
na solucéo do solo (Teh e Koh, 2016; Vaishnav, et al., 2019). Cabe ressaltar, ainda, que maior
evapotranspiracdo acarreta maior demanda por agua de irrigacdo, e técnicas inadequadas de

irrigacdo (restricdo da lixiviagcdo e/ou aumento do lencol freatico) e adubagdo (uso extensivo)
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representam uma das formas mais comuns de salinizagdo do solo (Moreira Barradas et al., 2014;
Borrajo et al., 2018; Vaishnav, et al., 2019; Litalien e Zeeb, 2020).

E facil perceber, portanto, que as alteracbes advindas das mudancas climaticas irdo
desencadear uma série de pressdes ambientais que podem comprometer o crescimento,
desenvolvimento, produtividade e sobrevivéncia de ecossistemas naturais e agricolas.

Embora cada estresse abidtico altere a fisiologia vegetal de forma especifica, os efeitos
desencadeados por diferentes agentes estressores apresentam alguns pontos de convergéncia na
célula vegetal, sendo o mais comum deles o incremento na geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). ROS é um termo genérico usado para descrever espécies quimicas formadas a
partir da redugdo incompleta do oxigénio molecular, como é o caso do anion superoxido (O2),
peréoxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH") (Farnese et al., 2016). Devido a sua
curta meia-vida e alta reatividade quimica, o acimulo de ROS na célula vegetal frequentemente
resulta em danos celulares, como a oxidacéo de proteinas e lipideos de membranas, inibicéo de
atividades enzimaticas e danos nos acidos nucleicos (Miller et al. 2010; Choudhary et al., 2012).
A manutencdo dos niveis de ROS envolve a participacdo de enzimas antioxidantes, como a
dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase
(POX) e redutase da glutationa (GR) (Huang et al., 2013).

Em adicdo a geracdo de ROS, cada estresse abiotico desencadeia também alteracdes
inerentes a natureza do estresse. Em relacdo ao deficit hidrico, por exemplo, € comum observar
a reducdo na abertura estomatica e na condutividade hidraulica (Choudhary et al., 2012; Cai et
al., 2015), além de afetar aspetos relacionados a expansdo da area foliar, abscisao foliar, absor¢édo
e transporte de agua e nutrientes, dentre outros (Ferrari, et al., 2015; Bi et al., 2017; Demmig-
Adams et al., 2018). Assim que estresse hidrico € detectado pelas plantas, diversos reguladores
vegetais sdo metabolizados (Miller e Munné-Bosch, 2015), promovendo a modulacdo dos
processos fisiologicos e de estruturas morfoldgicas e anatémicas a fim de manter a homeostase
celular (Voesenek e Bailey-Serres, 2015; Li et al., 2017), tais como a regulacdo da abertura
estomatica, ajustamento osmotico e alteracdes na anatomia foliar relacionadas ao espessamento
da cuticula, alteracdo no padréo de distribuicdo dos estbmatos e aumento no nimero de tricomas
epidérmicos, a fim de evitar a perda de agua (Tang et al. 2002; Rossatto et al 2009; Fang e
Xiong., 2014; Bi et al., 2017).

N&o apenas o déficit hidrico, mas também o excesso de agua € prejudicial ao
desenvolvimento vegetal. Com efeito, o estresse por alagamento faz com que o sistema radicular
experiencie um ambiente hipdxico, ou seja, um ambiente no qual ocorre a reducéo gradual nos

niveis de Oz livre na rizosfera (Bailey-Serres, 2005; Irfan et al. 2010; Sasidharan et al., 2018). A
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reducdo na disponibilidade de O, compromete o metabolismo energético da célula (Carvalho,
2015) e desencadeia a mudanca do metabolismo aerobico para o fermentativo (Jackson e Ismail,
2015). Os efeitos causados pela hipdxia no tecido vegetal sdo diversos e geralmente afetam
aspectos morfofisioldgicos das plantas, como a alteracdo da permeabilidade radicular devido ao
fechamento das aquaporinas, reducdo da abertura estomatica, acidose citosolica,
comprometimento da parede celular, dentre outras alteragcdes que irdo impactar diretamente a
sobrevivéncia das plantas (Aldan et al. 2014; Paz et al., 2017). Apesar desses efeitos danosos,
diversas plantas apresentam adaptacdes especificas que permitem a sobrevivéncia em ambientes
alagados (van Dongen e Licausi, 2015; Pugh e Ratcliffe, 2017; Yamauchi et al, 2018), o que
envolve a modulacdo de caracteres funcionais como a formagdo de aerénquimas, lenticelas,
epinastia foliar, raizes adventicias e pneumat6foros (Sandalio et al., 2016; Melo et al., 2017; Taiz
et al, 2017; Striker et al., 2017;), alem da eliminacdo de compostos toxicos produzidos durante
0 processo fermentativo (Pangala et al., 2014; VVoesenek e Bailey-Serres, 2015).

A salinizagdo do solo, por sua vez, expde as plantas a um excesso de ions na regido
radicular, particularmente s6dio (Na*) e cloreto (CI'), o que desencadeia dois tipos de estresses:
i) estresse osmatico, uma vez que a alta concentracdo de sais limita a absorcdo de agua, o que
faz com que a planta se comporte como se estivesse em estresse hidrico; ii) e a toxicidade iénica,
a qual é desencadeada pelo acimulo de Na* e CI nos tecidos vegetais, gerando um ambiente
toxico no qual a planta ndo consegue manter a homeostase celular (Vaishnav et al., 2019). O
estresse osmatico e a toxicidade ibnica podem ser considerados como estresses primarios, 0s
quais, por sua vez, desencadeiam uma série de outras alteracfes, como inativacdo enzimatica e
aumento na fotorrespiracdo (Liang et al., 2018). Como resultado, processos fisioldgicos centrais
sdo comprometidos, como ocorre com a fotossintese, que pode ser afetada tanto pelo fechamento
estomatico em resposta ao estresse osmotico (Hnilickova et al., 2017), quanto por fatores nao
estomaticos, incluindo danos ao fotossistema Il (PSII) e degradacao da clorofila (Mittal et al.,
2012; Parihar et al., 2015). Respostas adaptativas ao estresse salino sdo controladas por cascatas
de sinalizacdo celular e incluem a exclusdo e compartimentalizacdo de ions, fechamento
estomatico e acumulo de osmdlitos compativeis (Zhang et al., 2016; Vaishnav, et al., 2019).

O Baru (Dipteryx alata), pertencente a familia Fabaceae e subfamilia Faboideae, é uma
espécie nativa arborea amplamente distribuida no cerrado, apresentando grande importancia
econbmica. Essa espécie pode alcancar mais de 25 metros de altura, apresentando folhas
alternadas, compostas, pinadas, pecioladas com raquis alada e com aproximadamente 7 a 12
foliolos alternos ou subopostos (Sano et al., 2016). Contém uma semente com endocarpo lenhoso

e uma améndoa comestivel, na qual predominam proteinas com consideravel teor de
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aminoécidos essenciais (Collevatti et al., 2010; Souza e Silva, 2015). A améndoa contém,
ainda, varios compostos fenolicos e alta atividade antioxidante, sendo muito utilizada na
protecdo de tecidos contra o estresse oxidativo (Siqueira et al., 2012; Fetzer et al., 2018).
Assim, a importancia comercial de D. alata inclui produtos alimenticios, medicinais,
madeireiro e forrageiro (Pineli et al., 2015; Rocha, 2016), além de ser considerada uma espécie
com grande potencial para o reflorestamento de areas degradadas (Silva 2017; Ferreira et al.,
2018). Apesar disso, no entanto, existem poucos estudos avaliando o impacto de estresses
abidticos sobre a fisiologia de D. alata, o que pode comprometer ndo apenas a conservacdo da
espécie, mas também projetos de reflorestamento que utilizem a D. alata, principalmente quando
consideramos as mudancas do clima esperadas para 0s préximos anos.

Diante do exposto, fica claro que, embora apresentem mecanismos de acéo diversos, 0s
diferentes tipos de estresses abioticos resultam no comprometimento do crescimento e da
sobrevivéncia das espécies vegetais. Dessa forma, eventos de seca, alagamento ou salinizacéo
de solos em decorréncia das mudangas climaticas ou de atividades antropicas podem provocar a
morte e até a substituicdo de especies dentro dos biomas. Por conseguinte, estudar e conhecer
as respostas das plantas aos estresses abidticos, utilizando como modelo uma planta nativa do
Brasil, a D. alata, € importante e representa o primeiro passo para buscar e propor estratégias de
conservacdo. Com efeito, a elaboracdo e implantacdo de programas de manejo e reflorestamento
de comunidades vegetais, dentro do contexto atual e futuro de mudancas climaticas, requer
amplo conhecimento dos diferentes mecanismos e estratégias utilizadas pelas plantas frente as
mais diversas situacOes de estresse. Assim sendo, neste estudo avaliou-se as respostas
fisiologicas e bioguimicas de plantas da espécie D. alata submetidas a seca, alagamento e
salinidade, testando a hipotese de que diferentes estresses abidticos irdo afetar a espécie com

diferentes intensidades.

2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Avaliar as respostas fisiologicas e bioquimicas de Dipteryx alata exposta a seca,

alagamento e salinidade.
2.2. Especificos

e Auvaliar o efeito da seca, hipdxia e salinidade sobre as relac6es hidricas vegetais.

e Analisar a vulnerabilidade de D. alata exposta a seca, hipdxia e salinidade.
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e Verificar o efeito dos estresses abidticos em processos fisioldgicos e bioquimicos em D.
alata.

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, com protecdo de sombrite 50% nas
laterais e em cobertura de lona plastica transparente a 2,50 metros de altura, do Laboratério de
Ecofisiologia e Produtividade Vegetal, no Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde — GO,
Brasil (17°48'18.33" de latitude sul e 50°54'0.04" de longitude oeste e 748 m de altitude),
durante os meses de novembro/2018 a janeiro de 2019. As mudas de Baru (Dipteryx alata)
foram adquiridas em viveiro florestal na cidade de Rio Verde e foram selecionadas de acordo
com o tamanho e a idade (4 meses), contendo no substrato fertilizante de lenta liberacéo
Osmocote® (19-06-10) com tempo de liberacdo de 3 a 4 meses, cobertura via foliar de fosfato
monoaménico (MAP) purificado (750 g por 100 L de agua) a cada 15 dias. Sendo,
posteriormente, transplantadas em citrovasos de 4 litros, com solo na proporcao de 2:1 (solo de
area ndo cultivada e areia), adubadas de acordo com a analise de solo e laudo de recomendacéo
(solo adubado com 1,5 g de superfosfato simples (00-90-00), 0,29 de cloreto de potassio (00-00-
40) e 0,2 de ureia (30-00-00) por vaso. A temperatura média e umidade relativa média durante o
periodo de avaliacdo foi de 25°C e 60°C, respectivamente. Apos 30 dias para aclimatacdo as
condicdes de cultivo, as plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos: Controle (plantas
irrigadas diariamente a fim de manter a capacidade de campo (CC)); Seca (suspensao gradual da
irrigacdo, até que o solo atingir 30% da CC); Alagamento (plantas submetidas ao alagamento
(Agua mantida 3cm acima do solo)); e Salinidade (plantas submetidas a 100mM de NaCl). Cada
tratamento teve seis repeticdes. Para imposicao da seca, permitiu-se que o solo secasse de forma
natural e gradativa até atingir 30% da CC, sendo os vasos pesados diariamente. As plantas
expostas a salinidade foram irrigadas diariamente com solucao salina (100mM de NaCl), sendo
o0 solo lavado com &gua corrente (destilada) periodicamente a cada 3 dias para lixiviar os sais, a
fim de evitar o acimulo de NaCl na solucdo do solo em uma concentracdo superior a 100 mM
(Akas et al., 2006; Al-Khaliel, 2010). As plantas permaneceram nessas condi¢6es por 16 dias,

sendo entdo utilizadas nas analises descritas a seguir.
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3.1 Relagdes hidricas
3.1.1 Potencial hidrico
Avaliou-se o potencial hidrico, no periodo da antemanha (05:00 h) (¥am) e a0 meio-dia
(12:00) (¥ma), em folhas individuais de cada tratamento, com o auxilio de bomba de presséo tipo

Scholander.

3.1.2 Potencial osmotico (V¥s)

O potencial osmético foliar (¥s) foi mensurado de acordo com Pask et al. (2012). As
amostras foliares congeladas foram acondicionadas em seringas esterilizadas com trava de
émbolo e o suco celular foi extraido com a utilizacdo de uma pipeta automatica, sendo
acondicionado em microtubos devidamente identificados. Uma aliquota de 10 pL do suco celular
foi utilizada para determinacdo da osmolaridade utilizando um osmdmetro de pressdo de vapor
(modelo 5600; VAPRO). A determinagdo do ¥s foi realizada utilizando-se a equagéo de Van't
Hoff:

Ys=-RxTxCs

Onde R é a constante universal dos gases (0.08205 L atm molK %), T é a temperatura em K (T
K =T ° + 273) e Cs a concentracdo do soluto (M), usualmente expressa em atmosferas e

convertida em MPa.

3.1.2 Transpiragdo

A transpiracao diaria (Ed) foi determinada na antemanhd (05:00) e ao meio dia (12:00),
por método gravimétrico, através da diferenca do peso dos vasos (APV), sendo 0S vasos
tampados com sacos plasticos para desconsiderar a transpiracdo do solo (Lima et al., 2006; Silva
et al., 2013). O valor da pesagem foi dividido pela area foliar total de cada planta (AF), pelo peso
molecular da 4gua (PM) e pelo intervalo de tempo entre as pesagens dos vasos (At), de acordo

com a formula a seguir:
Ed = [(APV) / (AF*PM*(At)] * 1000

A transpiracdo também foi avaliada por um analisador de gases infravermelho portatil
(IRGA, modelo LI-6800, LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA).
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3.2 Parametros morfoldgicos

3.2.1 Area foliar especifica e Indice de vulnerabilidade
A determinacdo da area foliar especifica (AFE) foi realizada de acordo com (Crawley,
2009), na qual as folhas foram coletadas, tiveram sua area determinada e foram mantidas em
estufa convencional a 80°C até a obtencdo do peso seco constante. A AFE foi calculada de

acordo com a seguinte formula:

AFE (m? Kg) = area foliar planta (m?) / massa seca (kg)

Para determinar a vulnerabilidade aos diferentes estresses, calculou-se o indice de
vulnerabilidade (IV), o qual baseou-se em analises de diferentes parametros fisiolgicos que
refletem o metabolismo vegetal (Fv/Fm, ¢psi, assimilacdo liquida de carbono, concentragéo de
clorofilas totais e de malondialdeido), segundo proposto por Hairat e Khurana (2016).

3.3 Analises Fisiologicas

3.3.1 Avaliacao dos parametros fotossintéticos

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram mensurados em todas as plantas,
sendo a fluorescéncia minima (Fo) obtida na antemanh& via excitacdo dos tecidos foliares por
luz vermelha modulada de baixa intensidade (0,03 pmol fotons m2 s™). A fluorescéncia maxima
(Fm) foi obtida pela aplicagdo de um pulso de 0,8 s de luz actinica saturante (8000 pmol fotons
m?2 s1). A fluorescéncia variavel (F.) foi determinada pela diferenca entre Fo e Fr € a partir
desses valores, foi calculado o rendimento quantico potencial do fotossistema Il. As folhas
foram aclimatadas a luz actinica (1000 pmol fotons m s?) durante 60 s, a fim de se obter a
fluorescéncia transiente (Fs), seguido por um pulso de luz saturante para estimar-se a
fluorescéncia maxima a luz (Fn) e, por ultimo, foi aplicado um pulso de luz vermelho-distante,
para obtencdo da fluorescéncia minima apds aclimatacdo a luz actinica (Fo). Com esses
parametros, foram calculados os coeficientes de extincdo fotoquimica (gP), a eficiéncia
fotoquimica do transporte de elétrons associado ao fotossistema Il (¢rsi) e a eficiéncia de captura
de energia de excitacdo pelos centros de reacdo abertos (F./Fw), conforme (Maxwell e Johnson,
2000).

A taxa de assimilacdo liquida do carbono (A), a condutancia estomatica (gs), a
concentracdo interna de CO> (Ci) e a taxa transpiratoria (E) foram determinadas em sistema

aberto, sob luz saturante (1.000 umol m? s?) e pressdo parcial de CO, de 40 Pa. Para tanto,
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utilizou-se um analisador de gases a infravermelho (LI1-6800, Li-Cor Inc., Nebraska, EUA),
equipado com uma fonte de luz azul/vermelho (modelo L1-6800, LI-COR).

3.3.2. Teor de pigmentos cloroplastidicos
Para andlise da concentracdo de clorofilas e carotenoides, aproximadamente 0,3g de
amostras foliares foram maceradas em nitrogénio liquido com acetona 80%. Apds a maceragdo
realizou-se a filtragem em papel filtro e a leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro UV-VIS (Modelo Evolution 60S, Thermo Scientific, Madison — USA) nos
comprimentos de onda 663, 645, 652 e 470 nm. Os resultados foram expressos em mg g* de
massa de matéria seca (MS) (Arnon, 1949).

3.4 Analises Bioquimicas
3.4.1 Concentracao de Peroxido de Hidrogénio (H20>)

A determinacdo dos niveis de peroxido de hidrogénio (H202) nas células foi realizado
por meio da metodologia proposta por Kuo e Kao (2003). Para determinacdo da formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), a concentracdo de H>O; foi quantificada macerando-se
aproximadamente 0,25g de tecidos foliares em nitrogénio liquido. O tecido foliar foi
homogeneizado em meio de extracdo composto por tampédo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5,
contendo hidroxilamina 1 mM. As amostras foram entdo centrifugadas a 10.000 x g, por 15
minutos, a 4°C (Kuo e Kao, 2003). O volume de 100 pL do sobrenadante foi adicionado a 250
MM de meio de reagdo contendo FeENHsSO4, 25 mM de &cido sulfurico, 250 uM de laranja de
xilenol e 100 mM de sorbitol (Gay e Gebicki, 2000). As amostras foram incubadas no escuro
durante 30 minutos e a leitura da absorvancia determinada em espectrofotbmetro UV-VIS
(Modelo Evolution 60S, Thermo Scientific, Madison — USA) a 560 nm. Estimou-se as
concentragdes do H.O, com base em curva de calibracdo preparada com padrdes de H.0: e

normalizadas em funcdo do peso das amostras.

3.4.2 Avaliacdo da Peroxidacao Lipidica
O dano oxidativo nas membranas celulares foi estimado pela quantificacdo de substancias
reativas ao acido 2-tiobarbitdrico (TBA) e expresso na forma de malondealdeido (MDA)
(Cakmak e Horst, 1991). Para isso, macerou-se aproximadamente 0,25g de tecidos foliares com
0 auxilio de nitrogénio liquido, sendo o tecido homogeneizado em 2ml de solucéo contendo 0,1%

(p/v) de &cido tricloroacético (TCA) em conjunto com 20% de polivinilpirrolidona (PVPP). O
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homogenato foi entdo centrifugado a 15.000 x g por 15 min a 4°C. Uma aliquota de 0,5 mL do
sobrenadante foi adicionada a 1,5 mL de 0,5% de &cido 2-tiobarbiturico (TBA) (preparado em
20% de TCA). As amostras foram homogeneizadas e a rea¢do colorimétrica conduzida a 90 °C
por 20 min. Em seguida, as amostras foram resfriadas em banho de gelo e centrifugadas a 15000
X g por 15 min a 4 °C. A leitura da absorvancia das amostras foi determinada em
espectrofotometro UV-VIS (Modelo Evolution 60S, Thermo Scientific, Madison — USA) a 532
nm e 660 nm. A peroxidacdo de lipidios foi estimada como conteldo total de substancias reativas
ao TBA e expressa como equivalentes de MDA. O coeficiente de extingdo molar do MDA (155
mM* cm™?) foi utilizado para os calculos e os resultados expressos como nmol de MDA g* MS.

3.4.3 Ensaios de enzimas antioxidantes

Foram determinadas as atividades das enzimas antioxidantes Superdxido Dismutase
(SOD), Peroxidase (POX), Peroxidase do Ascorbato (APX) e Glutationa Redutase (GR). Para
isso, aproximadamente 0,30g de amostras foliares foram maceradas com nitrogénio liquido e
homogeneizadas em tampdo fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 mM e
polivinilpirrolidona (PVPP) 1% para (SOD, EC 1.15.1.1), (POX, EC 1.11.1.7), (APX, EC
1.11.1.11) e (GR, EC 1.6.4.2) (Peixoto et al., 1999; Carlberg e Mannervik, 1985). A seguir, 0s
homogenatos foram submetidos a centrifugacdo a 12.000 g por 15 min, a 4°C, sendo 0s
sobrenadantes utilizados como extrato enzimatico bruto. Os seguintes meios de reacdo foram
utilizados: tampéo fosfato de sddio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazolio
(NBT) 75 um, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 um, para SOD (Giannopolitis e Ries, 1977);
tampao fosfato de potéssio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H202 2 mM, para POX (Peixoto
et al., 1999); tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,0, &cido ascérbico 0,8 mM e H202 1 mM,
para APX (Peixoto et al., 1999) e tampéao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM, GSSG
1 mM e NADPH 0,1 mM, para GR (Carlberg e Mannervik, 1985).

Para determinacdo da SOD as amostras foram iluminadas por 5 min e absorbancia foi
lida a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
reduzir em 50% a fotorreducdo do NBT (Giannopolitis e Ries, 1977). As atividades das enzimas
POX e APX foram estimadas pela leitura da absorbancia durante o primeiro minuto de reacdo,

nos comprimentos de onda de 420 e 290 nm, respectivamente (Peixoto et al., 1999).
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3.5 Analises estatisticas

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado (DIC), composto com
quatro tratamentos e seis repeti¢des cada, sendo os dados submetidos a ANOVA e as médias
calculadas pelo teste SNK, a 0,05% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando-se o programa estatistico R Studio.

4. RESULTADOS

4.1. Relagdes hidricas

A exposicdo das plantas de Dipteryx alata aos estresses abidticos afetou diferentes
aspectos relacionados as relagdes hidricas das plantas (Fig. 1). Em relacdo ao potencial hidrico
da antemanha (Wam), alteracdes foram observadas apenas nas plantas submetidas ao solo salino,
enquanto nos demais tratamentos esse pardmetro manteve-se constante (Fig. 1A). O potencial
hidrico do meio-dia (¥md), por sua vez, apresentou queda tanto nas plantas expostas ao déficit
hidrico (DH) quanto nas plantas expostas ao sal (Fig. 1B). Alteracdes significativas entre os
tratamentos em comparacdo ao CT foram observadas também no potencial osmotico (¥s) (Fig.
1C), o qual foi menor nas plantas submetidas aos trés estresses testados. A concentragdo de
prolina, no entanto, manteve niveis similares em todos os tratamentos (Fig. 1D). Por ultimo, a
transpiracdo diaria (E) diminuiu apenas nas plantas submetidas ao tratamento DH, mantendo-se

estatisticamente igual ao controle nos demais estresses (Fig. 1E).
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Figura 1 — Potencial hidrico da antemanha (¥am) (A), potencial hidrico da meio-dia (¥md) (B),

potencial osmotico (¥s) (C), teor de prolina (D), taxa transpiratéria (E) (E), nos tratamentos: CT
(controle), DH (30% CC), SAL (100 mM NacCl), HP (dgua mantida 3cm acima do solo). Médias

seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK a 0,05% de probabilidade.
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4.2. Aspectos relacionados aos processos fisiologicos
4.2.1 Fluorescéncia da clorofila a

O rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) ndo se alterou em nenhum
dos tratamentos analisados (Fig. 2A). O rendimento quantico efetivo do PSII (¢esn), por outro
lado, diminuiu significativamente nos tratamentos de SAL e hipdxia (HP) (Fig. 2B), sendo o
mesmo padréo observado na taxa relativa de transporte de elétrons (ETR), conforme o esperado
(Fig. 2C). O quenching fotoquimico apresentou queda apenas na HP, se mantendo constante nos
outros tratamentos avaliados (Fig. 2D). Os demais parametros avaliados, fluorescéncia minima
(Fo) e quenching ndo fotoquimico (NPQ) (Fig. 2E-F), ndo se alteraram apds a exposicdo aos

tratamentos.

4.2.2 Trocas gasosas

A exposicdo aos estresses abidticos afetou todos os pardmetros das trocas gasosas
analisados (Fig. 3). A taxa de assimilacdo liquida do carbono (A) diminuiu em todos os
tratamentos, sobretudo nas plantas expostas a HP (Fig. 3A). De forma similar, queda acentuada
foi observada na condutancia estomatica (gs) ap0s a exposicado aos estresses, ndo havendo, nesse
caso, diferenca estatistica entre DH, SAL e HP (Fig. 3B). Emrelagéo a raz&o entre a concentracédo
interna e externa de CO- (Ci/Cs), observou-se queda significativa apenas nas plantas que foram
expostas ao DH (Fig. 3C). Diante disso, a eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) foi incrementada no
tratamento DH, sendo similar as plantas CT, enquanto em SAL e HP esse parametro diminuiu
(Fig. 3D). Por ultimo, entre os estresses, a maior eficiéncia no uso da agua, representada pela

razdo entre A/E, foi apresentada pelas plantas submetidas a seca (Fig. 3E).
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(100 mM NaCl), HP (agua mantida 3cm acima do solo). Médias seguidas da mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste SNK a 0,05% de probabilidade.
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4.3 Influéncia dos estresses abidticos nos processos bioquimicos
4.3.1 Pigmentos cloroplastidicos

Os pigmentos cloroplastidicos clorofilas a e b tiveram seus niveis reduzidos nos
tratamentos SAL e HP, enquanto o DH se manteve estatisticamente igual ao CT (Fig. 4A-B).
Como consequéncia, a concentracdo de clorofilas totais diminuiu em todos os estresses, sendo
essa queda mais acentuada no SAL e HP do que no DH (Fig. 4C). Nao foram observadas
alteracBes na razdo da a clorofila a/b (Chla/Chlb) e no contetdo de carotenoides (Fig. 4D-E).

4.3.1 Danos celulares e defesas antioxidantes

Plantas submetidas ao deficit hidrico e salinidade por 16 dias apresentaram aumento na
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), aqui evidenciado pelo incremento na
concentracdo de peroxido de hidrogénio (Fig. 5A). Aumentos na concentracdo de malonaldeido
(MDA), por sua vez, so foram observados no tratamento SAL, enquanto nas plantas submetidas
ao DH e HP o contetido de MDA manteve-se estatisticamente igual ao controle (Fig. 5B). Diante
disso, o sistema antioxidante foi ativado, sendo que as principais alteragdes foram representadas
pelo aumento da atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) nos tratamentos DH e SAL;
da enzima ascorbato peroxidase (APX) no SAL e HP; e Peroxidase (POX) no DH e HP (Fig.
5C-E). Nao foram observados incrementos na atividade da glutationa redutase (GR) em nenhum
dos tratamentos, ocorrendo, ao contrario, a diminuicdo na atividade dessa enzima nas plantas

submetidas a seca (Fig. 5 F).
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Figura 4 — Clorofilaa (A), Clorofila b (B), clorofila total (Chla+Chlb) (C), razdo entre a clorofila
a e b (Chla/Chlb) (D) e carotenoides (E), nos tratamentos: CT (controle), DH (30% CC), SAL

(100 mM NaCl), HP (agua mantida 3cm acima do solo). Médias seguidas da mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste SNK a 0,05% de probabilidade.
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Figura 5 — Peroxido de hidrogénio (H202) (A), malondealdeido (MDA) (B), superoxido
dismutase (C), peroxidase (D), ascorbato peroxidase (E) glutationa redutase (F), nos tratamentos:
CT (controle), DH (30% CC), SAL (100 mM NaCl), HP (agua mantida 3cm acima do solo).
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK a 0,05% de probabilidade.

4.4 Area foliar especifica (AFE) e indice de vulnerabilidade (1V)
A aplicagdo dos estresses ndo alterou a area foliar especifica (AFE) das plantas em nos

tratamentos DH e HP, no entanto aumento nas plantas tratadas com SAL (Tabela 1). O indice de
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vulnerabilidade, por sua vez, foi bastante similar nas plantas submetidas aos tratamentos SAL e
HP, sendo consideravelmente menor nas plantas expostas ao DH (Tabela 1).

Tabela 1 - Parametros Area foliar especifica (AFE) e indice de vulnerabilidade (1V) em plantas
Dipteryx alata expostas aos tratamentos CT (controle), DH (30% CC), SAL (100 mM NacCl),
HP (dgua mantida 3cm acima do solo).

Tratamentos AFE (%) IV (%)
CT 695.20 b -
DH 693.33 b 22.46 b
SAL 803.26 a 45.45 a
HP 694.62 b 47.48 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK a 0,05% de probabilidade

5. DISCUSSAO

Todos os estresses avaliados desencadearam alteracdes significativas nos processos
fisiologicos e bioquimicos de Dipteryx alata, embora com diferentes intensidades, o que resultou
em indices de vulnerabilidade distintos. Tais resultados refletem estratégias adaptativas da
espécie, e provavelmente estdo relacionados com o seu habitat. Dentre os parametros aqui
avaliados ressalta-se o ¥, 0 qual reflete o status hidrico da planta e é bastante sensivel as
variacdes ambientais, sendo que decréscimos nessa variavel sdo comumente observados em
plantas submetidas a seca, salinidade e alagamento (Herrera, 2013; Silva, 2017; Vaishnav et al.,
2019). No caso de D. alata, maiores alteragdes no ¥, foram observadas quando as plantas foram
submetidas a salinidade, uma vez que, nesse estresse, tanto 0 ¥am quanto o ¥mg foram afetados.
Queda no ¥ é uma resposta comumente observada em plantas crescendo em solos com altas
concentracdes de NaCl e reflete o declinio no potencial hidrico do solo em decorréncia do
acumulo de sal, o que compromete a absorcdo de agua pela planta (Tavora et al., 2001; Lacerda,
2016). Diminuig¢do no ¥mq também foi observada nas plantas submetidas a seca, 0 que também
é reflexo do menor potencial hidrico do solo, embora nesse caso isso se deva a menor
disponibilidade de agua, e ndo ao excesso de sais. Apesar disso, 0 ¥am Se manteve constante, o
que provavelmente foi resultado da capacidade dessas plantas em se reidratar quando a

transpiracdo cessa, indicando bom funcionamento dos vasos condutores (Silva, 2017).
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Em relagdo as plantas submetidas & HP, o excesso de agua na superficie do solo ndo
resultou em alteragcbes no ¥.. De forma geral, espécies expostas ao alagamento tendem a
apresentar queda no status hidrico vegetal, o que frequentemente envolve a inibicdo da atividade
das aquaporinas na membrana das células radiculares (Herrera, 2013). Diversos estudos, no
entanto, obtiveram resultados semelhantes aos observados aqui, ndo encontrando relagéo entre o
alagamento e quedas no ¥, mesmo quando plantas sensiveis ao alagamento foram utilizadas no
estudo, indicando que o comprometimento dos processos de absor¢do de dgua podem ndo ser um
dano tdo difundido entre as plantas expostas ao alagamento como se imaginou a principio
(Blanke e Cooke, 2004; Herrera, 2013; Oliveira et al., 2015).

O estresse desencadeado pela exposicdo ao déficit hidrico, salinidade e hipoxia reduziram
0 potencial osmético das plantas de D. alata. Esse declinio indica que essas plantas foram
capazes de promover o ajustamento osmotico, estratégia importante para manutencdo do
potencial hidrico e, consequentemente, da turgescéncia foliar (Babita et al., 2010; Askari e
Ehsanzadeh, 2015). Essa hipotese é particularmente verdadeira no caso das plantas submetidas
a hipdxia, uma vez que nessas plantas a queda no potencial osmético ndo foi acompanhada por
alteracbes no P, ndo podendo, portanto, ser considerada como simples consequéncia do menor
conteddo de agua nas células. Ao contrario, € possivel que a alteracdo no potencial osmatico
nesse tratamento tenha contribuido para a manutencao do % (Behr et al., 2017). No entanto, no
presente estudo ndo foi observado o aumento na concentracdo de prolina nos tratamentos
analisados. Comportamento similar foi observado em plantas de D. alata em exposicao a seca
severa (Alves, 2018). Isso pode ser um indicativo de que este aminoacido nesta espécie ndo atua
diretamente no ajustamento osmético e que outros solutos osmocompativeis podem ter
participado de forma efetiva neste processo, por exemplo carboidratos, demais aminoacidos e
compostos nitrogenados (Servillo et al., 2011; Alves, 2018). No caso das plantas expostas ao
estresse salino, é provavel que o acimulo de ions Na* e CI no tecido foliar também tenham
contribuido para o menor potencial de soluto (Silva et al., 2009).

A fotossintese € um processo chave que integra o status fisioldgico da planta (Alves,
2018). Esse processo foi afetado em diferentes niveis pelos agentes estressores aos quais a D.
alata foi submetido, sendo que, de forma geral, as plantas expostas ao DH apresentaram menores
danos do que os demais estresses. O Sal e HP diminuiram a concentracdo de clorofila a, clorofila
b e clorofilas totais, enquanto o DH foi capaz de manter esses parametros mais proximos ao
controle. A manutengdo na concentracdo dos pigmentos é considerada uma caracteristica robusta

natoleréncia de plantas a estresse (Carvalho et al., 2015; Silva, 2017). AlteracGes nas membranas
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cloroplastidicas sob estresse abidtico pode ocasionar danos oxidativos devido a foto-oxidagéo e
a degradacdo da clorofila (Gomes et al., 2011; Khan et al., 2019).

Alteraces também foram observadas em relagdo aos parametros de fluorescéncia da
clorofila a. Em todos os tratamentos os valores de Fv/Fm tenham se mantido constantes,
préximos aos valores considerados 6timos para a maioria das espécies, em torno de 0,75 a 0,85,
indicando a auséncia de danos as proteinas e componentes do fotossistema Il (Baker, 2008;
Murchie e Lawson, 2013). Baixos valores ¢psi € ETR, por outro lado, ocorreram apenas nos
tratamentos SAL e HP. No caso do SAL, a alteragcdo em ¢psii ndo foi acompanhada por mudangas
em qp, indicando que o menor fluxo de elétrons através do PSII foi resultado da eficiéncia com
a qual a luz foi absorvida e transferida do complexo antena para o centro de reacdo (Cousins et
al., 2002), o que pode ter sido consequéncia na diminuicdo na concentracdo de pigmentos
observada nesse tratamento. Na HP, por outro lado, tanto ¢psii quanto gp apresentaram quedas
consideraveis, indicando que nesse caso, além da menor eficiéncia na absorcéo e transferéncia
de luz, provavelmente também houve comprometimento na disponibilidade de aceptores de
elétrons no PSII (Cousins et al., 2002).

Foi observado menor na taxa de assimilacéo liquida do carbono nas plantas em exposicéo
aos tratamentos, sendo essa diminuigdo ainda mais acentuada na HP. Nas plantas submetidas
apenas a seca, essa gqueda na taxa fotossintética foi um reflexo na diminuicdo na conduténcia
estomatica, ndo havendo danos bioquimicos no ciclo de Calvin, conforme evidenciado pela
reducdo da razdo Ci/Ca (Bai et al., 2008; Osakabe et al., 2014). Com efeito, o fechamento
estomatico € uma das primeiras respostas das plantas a seca e € essencial para diminuir a perda
de 4gua para a atmosfera por transpiracdo, embora também reduza a entrada de CO para a reagédo
de carboxilacdo da Rubisco (Alves, 2018). Nas plantas submetidas ao SAL e HP tambem
observou-se reducdo na condutancia estoméatica. Em condicdo de hipoxia a reducao de gs € uma
resposta comum em plantas terrestres vasculares submetidas ao alagamento (Pociecha et al.,
2008; Gimeno et al., 2012; Bai et al., 2013). Essa resposta associada com 0s hormoénios vegetais,
principalmente o acido abscisico (ABA), que estd relacionado a mudancas morfolégicas e
fisiologicas nas plantas sob estresse hidrico ou por hipdxia. Acredita-se que ele estimule o
fechamento estomatico e diminua a relacdo raiz/parte aérea, devido a estimular o crescimento da
raiz por reduzir a sintese do etileno e diminuir crescimento do caule (Sharp, 2002). No caso do
SAL, essa diminuicdo geralmente esta relacionada com o estresse osmotico desencadeado no
solo. Convém ressaltar, no entanto, que embora também tenha ocorrido o fechamento estomatico

nos tratamentos SAL e HP, a razdo Ci/Ca se manteve similar ao controle, indicando que houve
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limitacGes bioquimicas e difusivas neste processo (Bai et al., 2008; Osakabe et al., 2014). Essa
hipotese é reforgada pela queda na razdo A/Ci nos tratamentos SAL e HP (Osakabe et al., 2014)

As plantas do tratamento DH apresentaram transpiracao significativamente menor do que
a apresentada pelas plantas no controle ou nos outros estresses, tanto em relacdo a transpiracdo
diaria quanto atranspiracéo avaliada com o Irga, com consequente aumento na eficiéncia no uso
de 4gua (A/E). Aumento na razdo A/E é uma caracteristica comumente observada em plantas sob
restricdo hidrica que reflete na sua tolerdncia a seca (Martins et al., 2016), ainda que isso
implique em certo decréscimo nas taxas fotossintéticas. Nas plantas submetidas ao SAL e HP,
por outro lado, ndo foram constatadas alteracBes nas taxas transpiratorias ou na relacdo A/E,
embora essas plantas também tenham apresentado diminuicdo na condutancia estomatica. E
provavel, portanto, que outros fatores além de gs tenham impactado a perda de agua pelas plantas,
como a conduténcia cuticular (gmin) (Duursma et al., 2019) ou a ocorréncia de senescéncia foliar
(Morales et al., 2013).

Em adicdo as alteracGes nos processos fisiologicos, a imposicdo de déficit hidrico,
salinidade e hipoxia também alterou processos bioquimicos, como a atividade de enzimas
antioxidantes. A manutencdo dos niveis de ROS envolve a participagdo de enzimas
antioxidantes, como o superédxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), peroxidase
(POX) e glutationa redutase (GR), atuantes na desintoxicacdo desses compostos (Farnese et al.,
2016). Sendo o peroxido de hidrogénio (H202) a ROS mais comum na célula vegetal (Khan et
al., 2019. Neste estudo, a SOD aumentou sua atividade nos tratamentos das plantas sob DH e
HP. Sendo essa a primeira linha de defesa frente ao estresse oxidativo, responsavel em converter
0 anion superoxido (O27) em H.O, que por sua vez pode ser eliminado da célula pela agéo de
enzimas especificas, transformando este ROS por exemplo em H>O (Farnese et al., 2016).
Aumento na atividade da SOD foram observados nas plantas do DH e HP, o que, juntamente
com a acao da atividade da APX e POX foram eficientes na eliminacdo do H.O2 em HP, no
entanto, apenas observou alteracdo da POX no processo de desintoxicacdo deste ROS em DH,
que nao foi suficiente para eliminar de vez esta espécie reativa. Também foi observado alteracao
de uma Unica enzima antioxidante nas plantas em SAL, o APX. A manutencdo da atividade da
maioria das enzimas antioxidantes em niveis similares ao controle nos tratamentos DH e SAL
explica os maiores niveis de H.02. O H202 pode se difundir nas membranas e quando produzidas
de maneira controlada atuam como moléculas sinalizadoras, no entanto a producdo em excesso
promove oxidacdo descontrolada e causar dano as celulas (Fukao e Bailey-Serres, 2004; Van
Breusegem e Dat, 2006). Nesse caso, observou-se danos as membranas celulares das plantas em
exposi¢édo ao SAL, evidenciado pelo incremento na concentragdo de MDA (Li et al., 2019). Esse
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aumento de H20- das plantas em salinidade pode ter sido ocasionado pelo comprometimento da
cadeia de transporte de elétrons nos cloroplastos, desencadeando a transferéncia de elétrons para
0 O e formando ROS (Mgller, 2007). No caso da seca, por outro lado o0 aumento nas
concentragdes de H202 ndo se refletiu em nenhum dano nas membranas celulares.

Ao fazermos uma andlise dos dados obtidos, observa-se que a atuacdo conjunta de
diferentes mecanismos envolvidos na tolerancia de plantas de D. alata permitiu que essas plantas
fossem menos vulneraveis ao déficit hidrico. Por exemplo, plantas no tratamento DH
apresentaram menores quedas nos parametros de ETR e ¢psii, menor taxa transpiratéria e maior
AJE, o que favoreceu a manutencdo de agua na planta. As plantas de D. alata apresentaram
caracteristicas sensiveis quando expostas a salinidade e hipdxia representadas pelas quedas nos
parametros de ETR, ¢psi, reducdo na concentracdo de clorofilas total e na taxa fotossintética,
apontam para efeito mais rigoroso de ambos estresses no aparato fotossintético. Menor eficiéncia
no uso da agua, por meio da reducdo de A/E e maiores taxas transpiratorias para os dois
tratamentos, além da maior area foliar (AFE) nas plantas em salinidade resultaram em maior
vulnerabilidade nessas plantas. E provavel que esses resultados reflitam a historia evolutiva da
planta, uma vez que, embora possua ampla distribuicdo geografica, a D. alata ocorre
predominantemente em regides onde a seca € um evento frequente, como cerrado e caatinga.
Mesmo quando presente em outros biomas, como o Pantanal, essa espécie esté restrita a regides
ndo alagaveis, de forma que 0s outros estresses aqui avaliados ndo sdo tao frequentes para essa

planta quanto a restricdo hidrica.

5. CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados desse experimento, podemos notar que, embora todos 0s
estresses tenham afetado negativamente o metabolismo de D. alata, os tratamentos de salinidade
e hipdxia foram mais agressivos. De fato, quando expostas a seca, as plantas foram capazes de
manter 0 ¥am, a0 contrario das plantas expostas a salinidade, além de apresentar menores danos
na fotossintese e maior eficiéncia no uso da agua quando comparada aos dois outros fatores
estressantes, o que resultou, em ultima instancia, em menor indice de vulnerabilidade ao estresse.
Tais resultados devem ser levados em consideracdo nao apenas para a preservacao de D. alata,
mas também em programas de reflorestamento, sendo necessario analisar as caracteristicas da

area de plantio antes de se optar por essa espécie.
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CAPITULO 2

SINALIZACAO CELULAR: O PAPEL DO FITORMONIO ETILENO NA RESPOSTA
DE Dipteryx alata SUBMETIDA AO DEFICIT HIDRICO
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RESUMO

SOUSA, Leticia Ferreira de,M.Sc., Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano
— IF Goiano — Campus Rio Verde, agosto de 2019. Sinalizagéo celular: o papel do fitorménio
etileno na resposta de Dipteryx alata submetida ao déficit hidrico. Orientadora: Dra. Fernanda
dos Santos Farnese. Coorientadores: Dr. Paulo Eduardo de Menezes Silva, Dr. Adinan Alves da
Silva e Dr. Juraci Alves de Oliveira

O cerrado é um dos principais biomas do Brasil, tanto em extensdo territorial quanto em
diversidade de espécies. Nos ultimos anos, atividades antrdpicas diversas tém alterado os
regimes hidricos naturais, intensificando a ocorréncia e a duracao dos eventos de seca, 0s quais
podem afetar diversos processos fisiologicos vegetais e comprometer a sobrevivéncia da
comunidade vegetal. Diante disso, 0 presente estudo avaliou o envolvimento do fitormdnio
etileno nas respostas fisioldgicas e bioguimicas de plantas de Dipteryx alata submetidas a
restricdo hidrica. As plantas foram submetidas a secaisoladamente ou em combinag¢do com o
inibidor de etileno (STS). Plantas expostas ao déficit hidrico sem o STS apresentaram menor
taxa de assimilagdo de carbono, condutancia estomética e maior absciséo foliar, que contribuiu
para a manutencdo do potencial hidrico. As plantas expostas ao déficit hidrico com STS, por
outro lado, apresentaram maior condutancia estomatica e menor absciséao foliar, o que se refletiu
em maiores taxas transpiratérias e menor eficiéncia no uso da dgua. Assim, o presente estudo
demonstrou o importante papel do fitormdnio etileno (ETH) em manter o status hidrico vegetal

por meio de diversas alteracdes fisioldgicas.

Palavras-chave: Sinalizacdo celular, Etileno, Tiossulfato de prata, Fisiologia vegetal, relacdes

hidricas, bioguimicas, Seca, Restri¢do hidrica.
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ABSTRACT

SOUSA, Leticia Ferreira de, M.Sc., Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano
— IF Goiano — Campus Rio Verde, august 2019. Cell signaling: the role of ethylene
phythormonium in the response of Dipteryx alata submitted to water deficit.

Advisor: Dsc?. Fernanda dos Santos Farnese. Coadvisor: Dsc. Paulo Eduardo de Menezes Silva,
Dsc. Adinan Alves da Silva and Dsc. Juraci Alves de Oliveira

The Cerrado is one of the main biomes in Brazil, both in territorial extension and species
diversity. In recent years, various anthropic activities have altered natural water regimes,
intensifying the occurrence and duration of drought events, and threshold that can affect various
plant physiological processes and compromise the survival of the plant community. Therefore,
the present study evaluated the involvement of ethylene (ETH) phythormonium in the
physiological and biochemical responses of Dipteryx alata plants subjected to water restriction.
Plants were treated alone or in combination with ethylene inhibitor (STS). Plants exposed to
water deficit without STS showed lower carbon assimilation rate, stomatal conductance and
higher leaf abscission, which contributed to the maintenance of water potential. the opposite was
observed in plants treated for water deficit with STS, even though they had higher stomatal
conductance, these plants had lower leaf abscission and consequently reflected in higher
transpiratory rates and lower water use efficiency. However, the present study demonstrated the
important role of ETH phythormonium in maintaining plant water status through various

physiological changes.

Key words: Cellular signaling, Ethylene, Silver thiosulfate, Plant physiology, Water relations,

Biochemical, Drought, Water restriction.
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Sinalizacao celular: o papel do fitohormonio etileno na resposta de Dipteryx alata
submetida ao déficit hidrico

1. INTRODUCAO

O Cerrado, segundo maior bioma brasileiro em extensdo (Brasil, 2015a), possui mais de
12.000 espécies vegetais descritas (Brasil, 2015b) e ocupa 97% da superficie do estado de Goias,
destacando-se pelo expressivo potencial de espécies nativas frutiferas (Lopes, 2016; Oliveira et
al., 2017). E considerado o bioma com a maior vegetacdo savanica da América do Sul, sendo
também um hotspot de biodiversidade mundial (Myers et al., 2000). Sua vegetacdo compreende
diferentes fitofisionomias (Malheiros, 2016), as quais séo fortemente influenciadas pela presenca
de periodos sazonais contrastantes: uma estagdo chuvosa, com indice pluviometrico entre 150 e
500 mm; e uma estacdo seca, durante a qual ocorre queda brusca na precipitacdo, tornando-se
inferior a 50 mm (Almeida et al., 2017; Silva et al., 2008).

Nos ultimos anos, atividades antropicas diversas tém alterado os regimes hidricos
naturais, intensificando a ocorréncia e a duracdo dos eventos de seca, 0 que pode comprometer a
sobrevivéncia até mesmo de espécies adaptadas as secas sazonais (Fernandes et al, 2016). A
reducdo da precipitacao abaixo de determinado limiar pode afetar diversos processos fisiologicos
vegetais, comprometendo o desenvolvimento e a sobrevivéncia das plantas (Demmig-Adams et
al., 2018; Fahad et al., 2017). Uma das primeiras alteracdes desencadeadas pelo déficit hidrico é
a reducdo da abertura estomatica, com consequente diminui¢do da condutancia estomatica (Sales
et al., 2015), o que afeta negativamente a atividade fotossintética (Nguyen et al., 2018), além de
aumentar a taxa de fotorrespiracao (Yi et al., 2016), promovendo balanco negativo de carbono
(Ping et al., 2015). Além disso, pode ocorrer incrementos na transferéncia de elétrons para o O2
nos cloroplastos, o que aumenta a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Silveira et
al, 2017), as quais podem causar uma série de danos nos tecidos vegetais (Nicco e Batteux, 2017;
Sasidharan et al., 2018). Em adicdo, a restricdo hidrica pode, ainda, afetar aspectos
morfofisiologicos relacionados a expansdo foliar, absorcdo e transporte de nutrientes e
desencadear a cavitacdo em células condutoras, ocasionando a morte vegetal (Ferrari, et al.,
2015; Demmig-Adams et al., 2018).

Diversas plantas, particularmente aquelas adaptadas as condicGes de seca, como € 0 caso
das plantas do cerrado, apresentam mecanismos de defesa capazes de minimizar os danos
desencadeados pelo déficit hidrico. Esses mecanismos incluem diferentes estratégias, como
aumento na atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, POX, APX e GR, dentre outras)
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(Carvalho et al., 2019), aumento na concentracdo de antioxidantes ndo enzimaticos, ajustamento
osmatico, regulacéo estomatica, reducdo da area foliar, aprofundamento das raizes e senescéncia
foliar (Li et al., 2017; Carvalho et al., 2019). Esses mecanismos de defesa sdo induzidos nas
células vegetais por meio de cascatas de transducao de sinais em resposta a moléculas produzidas
apos a exposicao ao agente estressor (Petrov et al., 2015; Muller e Munné-Bosch, 2015), como
é 0 caso dos fitdrmonios (Wani et al., 2016). Os fitormdnios sdo moléculas produzidas pelas
plantas que, em pequenas quantidades, medeiam importantes respostas fisiologicas, bioquimicas
e moleculares no tecido vegetal (Wani et al, 2016; Per et al., 2018). Existem vérias classes de
hormdnios vegetais, como auxina (AlA), giberelina (GA), &cido abscisico (ABA), etileno (ETH)
e citocinina (CK), sendo que, dentre eles, o0 ABA e o ETH parecem ser particularmente
importantes nas respostas das plantas a seca (Han et al., 2018; Saleem et al, 2018). No entanto,
embora o papel do ABA em plantas expostas ao déficit hidrico ja esteja bem estabelecido, o
envolvimento do ETH nesse processo ainda desperta muitas perguntas (Merritt et al., 2001;
Habben et al., 2014; Valluru et al., 2016).

Conhecido por ser o menor e Unico fitorménio gasoso, 0 ETH é considerado o fitormonio
do estresse vegetal por atuar na resposta a diferentes fatores estressantes, tais como alta
luminosidade, temperaturas elevadas e seca (Guan et al, 2017; Dubois et al, 2018). Além disso,
0 ETH também participa de processos normais do crescimento e desenvolvimento das plantas,
como abscisao foliar, senescéncia e amadurecimento de frutos (Arraes et al, 2015). Em relacao
ao estresse hidrico, ja foi demonstrado que a exposicao das plantas a seca induz a transcricdo do
gene da ACC Sintase (ACS), enzima envolvida na sintese de ETH, 0 que, consequentemente,
leva ao acumulo do fitormonio no tecido vegetal (Dubois et al, 2018; Dubois, 2017). O efeito
desse acumulo, no entanto, ainda nao estéa claro, sendo que os estudos realizados até 0 momento
apresentam resultados conflitantes em relacdo ao papel do ETH em plantas sob restricdo hidrica.
Com efeito, enquanto alguns trabalhos constataram que o ETH desencadeia respostas que
promovem a tolerancia ao déficit hidrico, como o ajustamento osmotico e a atenuagdo do estresse
oxidativo (Desikan et al., 2006; Cui et al., 2015), outros evidenciaram que plantas nas quais
transcricdo do ETH foi reprimida sdo menos sensiveis a seca (Yu et al., 2017; Gaion et al., 2017).
Convém ressaltar, no entanto, que a maior parte dos trabalhos que demonstram que o ETH
aumenta a vulnerabilidade a seca foi realizado em culturas, como milho, tomate e arroz, e utilizou
parametros como manutencdo da fotossintese, manutencdo do crescimento e menor taxa de
senescéncia foliar como indicativos de tolerancia a seca (Shi et al., 2015; Yu et al., 2017; Gaion
et al., 2017). No entanto, embora o retardo da senescéncia e manutencdo do crescimento seja

interpretado como algo positivo em culturas, nas quais se deseja manter a produtividade durante
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um curto ciclo de vida, esse mesmo raciocinio pode ndo se aplicar as plantas do cerrado, uma vez
que nessas espécies a reducao temporaria do crescimento e a queda das folhas aparentemente séo
mecanismos de defesa contra os ciclos anuais de seca.

Outro aspecto relacionado a acdo do ETH que gera muitas davidas diz respeito ao seu
envolvimento na regulacdo dos movimentos estomaticos. Mais uma vez é possivel encontrar
resultados contrastantes na literatura, sendo que, enquanto alguns autores alegam que o ETH
inibe o fechamento estomético em plantas submetidas a seca (She et al., 2012; Chen et al., 2013;
Watkins et al., 2014), outros apontam que essa molécula, agindo em conjunto com outros
reguladores como perdxido de hidrogénio (H202), 6xido nitrico e o proprio ABA, é essencial
para que o processo de fechamento estomatico ocorra de forma eficaz (Liu et al., 2012; Hou et
al., 2013; Daszkowska-Golec e lwona Szarejko, 2013). Diante desse cenario, estudos que
busquem esclarecer o envolvimento do ETH na resposta de plantas a seca se tornam essenciais
para maior compreensdo dos mecanismos de sinalizacdo em condigdes de déficit hidrico,
sobretudo em espécies nativas do cerrado, uma vez que, de forma geral, informacGes a respeito
de mecanismos de sinalizacdo celular em plantas nativas expostas a estresses abidticos sao
praticamente inexistentes. De fato, até onde foi possivel constatar, até 0 momento nenhum estudo
abordou o papel do ETH em espécies nativas de importancia econémica, como é o caso do Baru
(Dipteryx alata VVogel).

A D. alata é uma espécie pertencente a familia Fabaceae e pode atingir até 25 metros de
altura, apresentando folhas alternas pecioladas com 7 a 12 foliolos. E considerada uma espécie
chave para o bioma cerrado, pois apresenta alta taxa de germinacéo e estabelecimento de mudas,
além de ser uma das poucas espécies que produz fruto com polpa carnosa durante a época seca,
alimentando assim varias espécies da fauna e até mesmo o gado da regido (Sano et al., 2004).
Essa arvore é também promissora para a recuperacdo de areas degradadas, além de ter grande
potencial econdmico devido a seus usos multiplos: alimenticio, madeireiro, medicinal, industrial
e paisagistico (Silva, 2017; Rocha, 2016). Com efeito, a D. alata figura entre as dez plantas
nativas mais promissoras do cerrado brasileiro para cultivo comercial como floresta plantada
(Soares et al., 2008). E ainda uma espécie relativamente tolerante & seca (Alves, 2018),
apresentando alta sensibilidade estomatica ao contetido de agua no solo (Matos et al., 2018),
fatores que tornam essa espécie propicia para avaliar o efeito do ETH em condicGes de déficit
hidrico.

Diante do exposto, ficam as seguintes perguntas: qual o envolvimento do ETH em plantas
nativas do cerrado expostas a seca? Qual o custo do retardo da senescéncia e da manutengédo da

fotossintese e do crescimento para uma planta submetida a ciclo anuais de seca? Qual a
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participacdo do ETH na regulacdo dos movimentos estoméaticos? A fim de responder essas
questdes e esclarecer o papel do ETH em uma planta nativa do cerrado, o presente trabalho
avaliou as respostas morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas de plantas de D. alata expostas ao
déficit hidrico, na presenca e na auséncia de um inibidor de agdo do ETH, testando as seguintes
hipoteses: (i) Plantas de Dipteryx alata séo relativamente tolerantes a seca, o que se deve, ao
menos em parte, a acdo do ETH nos tecidos vegetais, de forma que plantas tratadas com inibidor
de ETH serdo mais sensiveis ao estresse; (ii) Plantas tratadas com o inibidor do ETH serdo
capazes de manter as folhas por mais tempo, o que vai resultar em alteracfes das relacGes
hidricas, impactando negativamente os processos fisioldgicos e bioquimicos dos espécimes.

2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Avaliar o envolvimento do fitormonio etileno (ETH) nas respostas fisioldgicas e

bioguimicas de plantas de Dipteryx alata submetidas ao déficit hidrico.

2.2. Especificos

o Avaliar o efeito da seca e do inibidor de ETH, tiossulfato de prata (STS), sobre as relacdes
hidricas vegetais;
o Verificar o efeito da concentracédo do inibidor de acdo do ETH sobre a fisiologia da planta,

analisando a fotossintese, respiracéo e fotorrespiracéo;

o Caracterizar a ocorréncia de abscisdo foliar em resposta a restricao hidrica, isoladamente
ou em conjunto com o STS;

o Quantificar e comparar as atividades das enzimas antioxidantes ap0s os tratamentos com
STS e Seca;

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Condic0es de cultivo e exposicdo aos tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, com protecdo de sombrite 50% de
sombreamento nas laterais e em cobertura de lona plastica transparente a 2,50 metros de altura,
do Laboratério de Ecofisiologia e Produtividade Vegetal, no Instituto Federal Goiano, Campus
Rio Verde - GO, Brasil (17°48'18.33" de latitude sul e 50°54'0.04" de longitude oeste e 748 m

de altitude), durante os meses de novembro/2018 a janeiro de 2019. As mudas de Baru (Dipteryx
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alata) foram adquiridas em viveiro florestal na cidade de Rio Verde e foram selecionadas de
acordo com o tamanho e a idade (4 meses), contendo no substrato fertilizante de lenta liberacao
Osmocote® (19-06-10) com tempo de liberacdo de 3 a 4 meses, cobertura via foliar de fosfato
monoamoénico (MAP) purificado (750 g por 100 L de agua) a cada 15 dias. Sendo,
posteriormente, transplantadas em citrovasos de 4 litros, com solo na proporcéo de 2:1 (solo de
area ndo cultivada e areia), adubadas de acordo com a analise de solo e laudo de recomendacéo
(solo adubado com 1,5 g de superfosfato simples (00-90-00), 0,2g de cloreto de potéassio (00-00-
40) e 0,2 de ureia (30-00-00) por vaso. A temperatura média e umidade relativa média durante o
periodo de avaliagdo foram 25°C e 60°C, respectivamente. Apds 30 dias para aclimatacdo as
condicdes de cultivo, as plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos: Controle (plantas
irrigadas diariamente); Controle + STS (plantas irrigadas e tratadas com 0,1 mM de tiossulfato
de prata (STS)); Seca (suspensdo gradual da irrigacdo, até que o solo atinja 30% da capacidade
de campo); Seca + STS (plantas submetidas a seca e tratadas com STS). O STS foi utilizado aqui
como um inibidor da acdo do ETH (Spricigo et al., 2010), sendo a concentracdo determinada
experimentalmente por meio de testes de dose. O STS foi preparado a partir de uma solugéo
estoque de tiossulfato de sodio 0,1 M e outra solucdo estoque de nitrato de prata 0,1 M, com uma
razdo molar entre o nitrato de prata e o tiossulfato de sddio de 1:4 (Heins et al., 1984), aplicando
25 mL do volume de calda por planta. As aplicacdes do STS foram feitas por aspersédo foliar,
com um dia de intervalo entre cada aplicacdo, utilizando-se um pulverizador manual. Todas as
aplicacdes foram realizadas do lado de fora da casa de vegetacéo, a fim de evitar a contaminacao
dos tratamentos por deriva. As plantas permaneceram expostas aos tratamentos por 16 dias,

sendo entdo utilizadas nas analises descritas a seguir.

3.2 Relagbes hidricas
3.2.1 Potencial hidrico

O potencial hidrico foi avaliado no periodo da antemanha (05:00 h) (Wam) e ao meio-dia
(12:00) (¥md), em folhas individuais de cada tratamento, com o auxilio de bomba de pressao

tipo Scholander.

3.2.2 Potencial osmotico (Vs)
O potencial osmético foliar (¥s) foi mensurado de acordo com Pask et al. (2012). As
amostras foliares congeladas foram acondicionadas em seringas esterilizadas com trava de

émbolo e o suco celular foi extraido com a utilizacdo de uma pipeta automatica, sendo

45



acondicionado em microtubos devidamente identificados. Uma aliquota de 10 pL do suco celular
foi utilizada para determinagdo da osmolaridade utilizando um osmbmetro de presséo de vapor
(modelo 5600; VAPRO). A determinagdo do ¥s foi realizada utilizando-se a equagdo de Van't
Hoff:

Ys=-RxTxCs

Onde R ¢ a constante universal dos gases (0.08205 L atm mol™*K 1), T é a temperatura em K (T
K =T ° + 273) e Cs a concentracdo do soluto (M), usualmente expressa em atmosferas e
convertida em MPa.

3.2.3 Transpiragao
A transpiracdo foi avaliada por um analisador de gases infravermelho portatil (IRGA,
modelo LI- 6800, LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA).

3.2.4 Area foliar especifica
A determinacdo da area foliar especifica (AFE) foi realizada de acordo com (Crawley,
2009), na qual as folhas foram coletadas, tiveram sua area determinada e foram secas em estufa
convencional até a obtencédo do peso seco constante. A AFE foi calculada pela seguinte formula:

AFE (m? Kg™) = area foliar planta (m?) / massa seca (kg)

3.2.6. Caracterizacdo da percentagem de abscisao foliar

O percentual de abscisdo foliar, ultimo estagio da senescéncia, foi determinada pela
contagem do numero total das folhas no primeiro e no Gltimo dia de aplicagcdo dos tratamentos.
O percentual foi calculado de acordo com o nimero de folhas remanescentes em cada ramo em
relacdo ao numero inicial de folhas (Segatto et al., 2013):

AF (%) = 100 - (NFD / NFI * 100),

onde: NFD = niimero de folhas na data de avaliacdo e NFI = nimero de folhas inicial.

3.3 Analises Fisiologicas

3.3.1 Fotossintese, respiracao e fotorrespiracao

A taxa de assimilacdo liquida do carbono (A), a condutancia estomatica (gs), a
concentracdo interna de CO> (Ci) e a taxa transpiratoria (E) foram determinadas em sistema

aberto, sob luz saturante (1.000 umol m? s?) e pressdo parcial de CO, de 40 Pa. Para tanto,
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utilizou-se um analisador de gases a infravermelho (LI1-6800, Li-Cor Inc., Nebraska, EUA),
equipado com uma fonte de luz azul/vermelho (modelo LI-6800, LI-COR). Com 0 mesmo
analisador a respiracdo noturna (Rn), ou taxa de assimilacéo liquida de CO2 noturna, foi avaliada
antes do amanhecer. A respiracdo mitocondrial durante o dia (Rp), por sua vez, foi estimada a
partir de Ry, de acordo com Bai et al. (2008).

Na antemanhd, foi obtida a fluorescéncia minima (Fo) via excitacdo dos tecidos foliares
por luz vermelha modulada de baixa intensidade (0,03 umol fotons m? s?). A fluorescéncia
maxima (Fm) foi obtida pela aplicacdo de um pulso de 0,8 s de luz actinica saturante (8000 pmol
fotons m? s1). A fluorescéncia variavel (Fy) foi determinada pela diferenca entre Fo e Fm € a
partir desses valores, foi calculado o rendimento quéantico potencial do fotossistema Il. As folhas
foram aclimatadas a luz actinica (1000 pumol fotons m? s?) durante 60 s, a fim de se obter a
fluorescéncia transiente (Fs), seguido por um pulso de luz saturante para estimar-se a
fluorescéncia méaxima a luz (Fn) e, por ultimo, foi aplicado um pulso de luz vermelho-distante,
para obtencdo da fluorescéncia minima apds aclimatacdo a luz actinica (Fo)). Com esses
pardmetros, foram calculados os coeficientes de extingdo fotoquimica (gP), a eficiéncia
fotoquimica do transporte de elétrons associado ao fotossistema Il (¢FSII) e a eficiéncia de
captura de energia de excitacdo pelos centros de reacéo abertos (F./Fn’), conforme (Maxwell e
Johnson, 2000).

O fluxo de elétrons usado para carboxilacdo (Jc) e oxigenacgédo (Jo) da RuBP, bem como
a taxa de fotorrespiracdo da Rubisco (PR) foram obtidas usando-se as formulas propostas por
Valentine et al., (1995).

3.4 Analises Bioquimicas
Para determinacdo da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a concentracao
de H20> foi quantificada macerando-se aproximadamente 0,25g de tecidos foliares com o auxilio
de nitrogénio liquido. O tecido foliar foi homogeneizado em meio de extracdo composto por
tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM. As amostras foram
entdo centrifugadas a 10.000 x g, por 15 minutos, a 4°C (Kuo e Kao, 2003). Adicionou-se 100
pL do sobrenadante em 250 UM de meio de reacdo contendo FeENH4SO4, 25 mM de acido
sulfurico, 250 uM de laranja de xilenol e 100 mM de sorbitol (Gay e Gebicki, 2000). As amostras
foram incubadas no escuro durante 30 minutos e a leitura da absorvancia determinada em
espectrofotometro UV-VIS (Modelo Evolution 60S, Thermo Scientific, Madison — USA) a 560
nm. As concentragdes do H20> foram estimadas com base em curva de calibragéo preparada com
padrdes de H20. e normalizadas em func¢éo do peso das amostras.
47



3.4.2 Avaliacao da Peroxidacéo Lipidica

O dano oxidativo nas membranas celulares foi estimado pela quantificacdo de substéncias
reativas ao &cido 2-tiobarbiturico (TBA) e expresso na forma de malondealdeido (MDA)
(Cakmak e Horst, 1991). Para isso, macerou-se aproximadamente 0,259 de tecidos foliares com
0 auxilio de nitrogénio liquido, sendo o tecido homogeneizado em 2ml de solugdo contendo 0,1%
(p/v) de é&cido tricloroacético (TCA) em conjunto com 20% de polivinilpirrolidona (PVPP). O
homogenato foi entdo centrifugado a 15.000 x g por 15 min a 4°C. Uma aliquota de 0,5 mL do
sobrenadante foi adicionada a 1,5 mL de 0,5% de &cido 2-tiobarbitirico (TBA) (preparado em
20% de TCA). As amostras foram homogeneizadas e a rea¢do colorimétrica conduzida a 90 °C
por 20 min. Em seguida, as amostras foram resfriadas em banho de gelo e centrifugadas a 15000
X g por 15 min a 4 °C. A leitura da absorvancia das amostras foi determinada em
espectrofotometro UV-VIS (Modelo Evolution 60S, Thermo Scientific, Madison — USA) a 532
nm e 660 nm. A peroxidagéo de lipidios foi estimada como contetdo total de substancias reativas
ao TBA e expressa como equivalentes de MDA. O coeficiente de extin¢gdo molar do MDA (155

mM* cm™?) foi utilizado para os calculos e os resultados expressos como nmol de MDA g* MS.

3.4.3 Ensaios de enzimas antioxidantes
3.4.3 Ensaios de enzimas antioxidantes

Foram determinadas as atividades das enzimas antioxidantes Dismutase do Superoxido
(SOD, EC 1.15.1.1), Peroxidase (POX, EC 1.11.1.7), Peroxidase do Ascorbato (APX, EC
1.11.1.11) e Redutase da Glutationa (GR, EC 1.6.4.2). Para isso, aproximadamente 0,30g de
amostras foliares foram maceradas com nitrogénio liquido e homogeneizadas em tampéo fosfato
de potéassio 0,1 M, pH 6,8, contendo EDTA 0,1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (Peixoto
et al., 1999; Carlberg e Mannervik, 1985). A seguir, os homogenatos foram submetidos a
centrifugacdo a 12.000 g por 15 min, a 4°C, sendo os sobrenadantes utilizados como extrato
enzimatico bruto. Os seguintes meios de reacdo foram utilizados: tampao fosfato de sédio 50
mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75 um, EDTA 0,1 mM e
riboflavina 2 um, para SOD (Giannopolitis e Ries, 1977); tampdo fosfato de potassio 25 mM,
pH 6,8, pirogalol 20 mM e H202 2 mM, para POX (Peixoto et al., 1999); tampéao fosfato de
potassio 50 mM, pH 6,0, acido ascorbico 0,8 mM e H202 1 mM, para APX (Peixoto et al., 1999)
e tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM, GSSG 1 mM e NADPH 0,1 mM, para
GR (Carlberg e Mannervik, 1985).
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Para determinacdo da SOD as amostras foram iluminadas por 5 min e absorbancia foi
lida a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
reduzir em 50% a fotorreducéo do NBT (Giannopolitis e Ries, 1977). As atividades das enzimas
POX e APX foram estimadas pela leitura da absorbancia durante o primeiro minuto de reacao,

nos comprimentos de onda de 420 e 290 nm, respectivamente (Peixoto et al., 1999).

3.5 Analises estatisticas

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado (DIC), composto com
quatro tratamentos e seis repeticdes cada, sendo os dados submetidos a ANOVA e as médias
calculadas pelo teste SNK, a 0,05% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas

utilizando-se o programa estatistico RStudio.

4. RESULTADOS

4.1 Aspectos relacionados as relagdes hidricas

4.1.1 Potencial hidrico e osmatico, teor de prolina e taxa transpiratoria

Como o intuito de analisar os efeitos do déficit hidrico em conjunto com o inibidor da
acdo do fitohormdnio ETH, avaliamos diversos parametros para obtencédo de resultados capazes
de esclarecer o papel do ETH nas relacGes hidricas das plantas. Alteragdes nos parametros do
potencial hidrico (¥), osmotico (¥s) e taxa transpiratoria (E) foram observadas apds 0s
tratamentos (Fig.1 A-E). Em relacdo ao Wam, alteragdes foram observadas apenas quando a seca
foi imposta em associacdo com o inibidor da acdo do etileno (Fig. 1A), enquanto 0 Yng foi
diferente dos tratamentos controle em ambas as condic6es de déficit hidrico, sendo mais negativo
no tratamento DH+STS (Fig. 1B). O ¥s, por outro lado, foi diferente dos controles apenas nas
plantas expostas apenas a seca (Fig. 1C). O conteldo de prolina ndo se alterou em nenhum dos
tratamentos analisados (Fig. 1D), enquanto a transpiracdo foi consideravelmente menor nas
plantas expostas & ambas as condigdes de deficit hidrico, embora essa diminuicdo tenha sido

mais acentuada no tratamento DH (Fig. 1E).
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Figura 1 — Potencial hidrico da antemanha (¥am) (A), potencial hidrico da meio-dia (¥ma), (B),
potencial osmotico (¥s) (C), teor de prolina (D) e taxa transpiratéria (E) (E), nos tratamentos:
CT (controle), CT+STS (controle tratadas com 0,1 mM de STS), DH (30% CC), DH+STS (seca
de 30% CC tratadas com 0,1 mM de STS). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste SNK a 0,05% de probabilidade.
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4.1 Efeito dos estresses abidticos nos processos fisioldgicos

4.1.1 Fluorescéncia da clorofila a
A exposicdo de Dipteryx alata aos tratamentos ndo desencadeou alteragdes nos
parametros de fluorescéncia da clorofila a (Tabela 1). Desse modo, todos os tratamentos se
mantiveram semelhantes ao controle em todos os parametros avaliados: fluorescéncia minima
(Fo), taxa relativa de transporte de elétrons (ETR), rendimento quantico potencial do
fotossistema Il (F./Fm), rendimento quéntico efetivo do PSII (drsu) € quenching ndo
fotoquimico (NPQ).

Tabela 1 - Parametros da fluorescéncia da clorofila: fluorescéncia minima (Fo), quenching ndo
fotoquimico (NPQ), taxa relativa de transporte de elétrons (ETR) (umol m™2 s™'), rendimento
quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm), rendimento quantico efetivo do PSII (¢rsii), em
plantas de Dipteryx alata com tratamentos: CT (controle), CT+STS (controle tratadas com 0,1
mM de STS), DH (30% CC), DH+STS (seca de 30% CC tratadas com 0,1 mM de STS).

Fluorescéncia da clorofila

Tratamentos Fo NPQ ETR Fu/Fm Ppsii
CT 603.65 a 2.705a 91.785a 0.824 a 0.185a
CT+STS 587.08 a 1.874 ab 96.026 a 0.814a 0.192a
DH 593.56 a 2.408 a 89.412a 0.784 a 0.178 a
DH+STS 605.68 a 2.468 a 87.240 a 0.814a 0.172 a

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK a 0,05% de probabilidade.

4.1.2 Trocas gasosas

A exposicdo das plantas a seca teve forte impacto sobre as trocas gasosas das plantas, o
que foi atenuado, ainda que parcialmente, pela adicdo do inibidor de ETH. Os parametros taxa
de assimilacdo liquida do carbono (A), a condutancia estomatica (gs), eficiéncia intrinseca do uso
da agua (A/gs), a razdo entre a concentracdo interna e externa de CO. (Ci/C,) e a respiracdo
noturna (Rn) foram alterados apds os tratamentos (Fig. 2 A-E). A taxa de assimilacédo liquida do
carbono (A) foi negativamente afetada em ambas as condicGes de seca, sendo esse efeito mais
pronunciado quando o déficit hidrico foi imposto isoladamente para as plantas (Fig. 2A). A
condutancia estomatica (gs), por sua vez, apresentou quedas apenas no DH, enquanto no
tratamento DH+STS gs permaneceu similar ao controle (Fig. 2B). E interessante observar, ainda,
que a aspersdo de STS nas plantas irrigadas (CT+STS) aumentou gs. Como reflexo dessas
alteracOes, a eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) foi muito superior no DH do que nos

demais tratamentos (Fig. 2C). Em relacdo a razéo entre a concentragdo interna e externa de CO>
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(C4/Ci), observou-se queda nas duas condi¢des de restricdo hidrica (Fig. 2D). N&o foi observado

diferenca significativa no parametro de respiracdo noturna (Rn) entre os tratamentos em relacao
ao CT (Fig. 2D).
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Figura 2 — Taxa de assimilacdo liquida de carbono (A) (A), condutancia estomatica (gs) (B),
eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) (C), razdo entre a concentracdo interna e externa de
CO: (CilCa) (D) e respiragdo noturna (Rn) (E), nos tratamentos: CT (controle), CT+STS
(controle tratadas com 0,1 mM de STS), DH (30% CC), DH+STS (seca de 30% CC tratadas com
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0,1 mM de STS). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK a 0,05%
de probabilidade.

4.1.3 Fotorrespiracao

Plantas submetidas ao DH apresentaram incremento na taxa fotorrespiratoria (Rp),
enquanto nos tratamentos CT+STS e DH+STS esse parametro se manteve proximo ao CT (Fig.
4A). Consequentemente, a taxa de elétrons para a carboxilagdo (ETRc) diminuiu no tratamento
DH (Fig. 4B), enquanto a taxa de transporte de elétrons para oxigenacao (ETRo) aumentou (Fig.
4C), resultando em queda na razdo ETRC/ETRo (Fig. 4D). As razdes Rp/A e Rd/A, por sua vez,
aumentaram consideravelmente quando as plantas foram submetidas apenas a restri¢do hidrica
(Fig. 4 E-F).
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Figura 3 - Fotorrespiracdo (Rp) (A), taxa de carboxilacdo da Rubisco (ETRc) (B) e taxa de
oxigenacdo da Rubisco (ETRo) (C), razdo entre a taxa de carboxilacdo sobre a taxa de
oxigenacdo da Rubisco (ETRc/ ETRo) (D), razdo entre a taxa fotorrespiratéria sobre a
fotossintética (Rp/A) (E) e taxa de respiracdo diurna sobre a fotossintese (Rd/A) (F), nos
tratamentos: CT (controle), CT+STS (controle tratadas com 0,1 mM de STS), DH (30% CC),
DH+STS (seca de 30% CC tratadas com 0,1 mM de STS). Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste SNK a 0,05% de probabilidade.
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4.2 Influéncia dos estresses abidticos na morfologia e em processos bioquimicos
4.2.1 Area foliar especifica e pigmentos cloroplastidicos

A érea foliar especifica (AFE) se manteve constante em todos os tratamentos aqui
analisados (Fig. 3A). Em relagdo ao teor de clorofilas, o tratamento DH+STS apresentou
diminuicdo no contetdo de clorofila a em comparacéo ao CT, enquanto clorofila b foi diminuido
em todos os tratamentos, CT+STS, DH e DH+STS (Fig. 3B-C). Em relag&o a clorofila total (Chl
total), Plantas em DH+STS apresentaram queda significativa neste parametro em comparagéo ao
DH, que este por sua vez, ndo diferiu estatisticamente ao CT+STS (Fig. 3D). No entanto, em
relacdo entre a razdo da clorofila a e b (Chla/Chly) e contetdo de carotenoides ndo houve

diferenca significativa entre tratamentos (Fig. 3E-F).

4.2.2 Estresse oxidativo, danos as membranas e mecanismos de defesa antioxidante

A imposicdo do estresse hidrico de forma isolada aumentou a concentragdo de H>O nas
células vegetais, o que ndo foi observado nos demais tratamentos (Fig. 5A). Esse incremento na
concentracdo de H>Ox, no entanto, ndo se refletiu em danos nas membranas celulares de D. alata,
sendo que a concentracdo de MDA foi estatisticamente préximo ao CT em todos os tratamentos
(Fig. 5B).

Dentre as enzimas do metabolismo antioxidante analisadas, observou-se alteracdes
significativas nas atividades das enzimas superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX) e glutationa redutase (GR) em pelo menos um dos tratamentos analisados (Fig. 5 C-F).
Em relacdo a SOD, incrementos na atividade enzimatica foram observados apenas nas plantas
expostas ao DH (Fig. 5C), enquanto as enzimas APX e GR aumentaram sua atividade no
tratamento DH+STS, ndo tendo sido observadas alteracdes na atividade da POX em nenhum dos
tratamentos (Fig. 5 D-F).
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Figura 4 — Area foliar especifica (AFE) (A), clorofila a (B), clorofila b (C), clorofila total (Chl
a+ Chl b) (D), razdo entre a clorofila a e b (Chla/Chlb) (E), carotenoides (F), nos tratamentos:
CT (controle), CT+STS (controle tratadas com 0,1 mM de STS), DH (30% CC), DH+STS (seca
de 30% CC tratadas com 0,1 mM de STS). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si

pelo teste SNK a 0,05% de probabilidade.
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Figura 5 — peroxido de hidrogénio (H20.) (A), malondealdeido (MDA) (B), superoxido
dismutase (SOD) (C), ascorbato peroxidase (APX) (D), peroxidase (POX) (E), glutationa
redutase (F), nos tratamentos: CT (controle), CT+STS (controle tratadas com 0,1 mM de STS),
DH (30% CC), DH+STS (seca de 30% CC tratadas com 0,1 mM de STS). Médias seguidas da

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK a 0,05% de probabilidade.
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4.4. Absciséo foliar

A maior porcentagem de abscisao foliar, processo que ocorre apds a senescéncia foliar,
foi observada nas plantas expostas ao DH, enquanto DH+STS foi semelhante ao controle (Tabela
2).

Tabela 2 - Parametros da senescéncia foliar (AF) em plantas de Dipteryx alata com tratamentos:
CT (controle), CT+STS (controle tratadas com 0,1 mM de STS), DH (30% CC), DH+STS (seca
de 30% CC tratadas com 0,1 mM de STS).

Senescéncia foliar (AF)

Tratamentos AF (%)
CT 0.00 b
CT+STS 0.00 b
DH 6.45a
DH+STS 0.82b

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK a 0,05% de probabilidade.

5. DISCUSSAO

Plantas adaptadas ao clima do cerrado apresentam diversas estratégias para gerenciar sua
resposta frente a eventos estressantes, principalmente de seca, estresse recorrente que se estende
por até seis meses nesse bioma (Macena et al., 2008; Palhares et al., 2010). Neste trabalho,
analisamos o efeito do fitohorménio ETH na reposta de plantas de Baru (Dipteryx alata) expostas
ao déficit hidrico moderado (30% da capacidade de campo), utilizando um inibidor da acéo de
ETH (tiossulfato de prata - STS). Foi possivel constatar que o ETH esta envolvido em diversas
alteracdes fisioldgicas nas plantas submetidas a restricdo hidrica, ocasionando o fechamento
estomatico e reprogramando o metabolismo celular, o que, em conjunto, permitiu a manutencao
de um ¥w menos negativo.

Uma das principais consequéncias da diminuicdo da disponibilidade de agua no solo
consiste na desidratacdo dos tecidos vegetais e queda no ¥w (Silva, 2017). Plantas capazes de
manter um bom status hidrico geralmente apresentam menos danos celulares, o que se reflete em
maior tolerancia e maior sobrevivéncia na condicdo estressante (Hossain et al., 2014; Sousa et
al., 2019). Embora ambos os tratamentos de restri¢do hidrica tenham promovido quedas no ¥nd,
a gqueda mais acentuada desse parametro nas plantas expostas ao tratamento DH+STS é um
indicativo de falha na regulacdo do mecanismo de abertura e fechamento estomatico exercido
pelo ETH no tecido foliar (Miller & Munné-Bosch, 2015). A manutencdo do ¥am, por outro

lado, denota maior habilidade das plantas expostas apenas a seca para retirar agua do solo e
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transportar até as folhas (Menezes-Silva et al., 2017), o que ndo ocorreu na auséncia do ETH,
indicando que a inibigdo da acgdo do fitohormdnio pode ter comprometido a condutividade
hidraulica da planta, impedindo assim a reidratacdo dos tecidos foliares (YYan et al., 2017).
Quando o Pw da planta é reduzido pela restricdo hidrica, geralmente ocorre o acimulo
de solutos na célula vegetal, o que pode ocorrer tanto passivamente, como consequéncia do
menor conteudo de agua, ou ativamente, devido ao ajustamento osmdtico, o que contribui para
a manutencdo do turgor celular (Singh et al., 2015; Basu et al., 2016). De fato, ha existéncia de
uma gama de solutos compativeis que tendem a se acumular no tecido vegetal, o que reduz o ¥
(Marijuan e Bosch, 2013, Alves, 2017). Porém ndo foi observado actimulo de prolinaem nenhum
dos tratamentos, sendo estatisticamente igual para todos. Comportamento semelhante foi
observado em trabalho com Dipteryx alata submetidas a seca (Alves, 2018). Isso pode ser um
indicativo de que este aminoacido nesta especie nao atua diretamente no ajuste osmotico e que
outros solutos osmocompativeis podem participar de forma efetiva neste processo, como
carboidratos, demais amino&cidos e compostos nitrogenados (Servillo et al., 2011; Alves, 2017).

Além de alterar o ¥w celular, a exposi¢édo das plantas as condigcdes estressantes tambem
afetou a concentracdo de pigmentos fotossintéticos, resposta comumente observada em plantas
expostas a seca (Farooq et al., 2009; Din et al., 2011). Esse tipo de alteracdo pode ser devido
tanto ao comprometimento da sintese de pigmentos quando devido ao aumento na degradacéo
dessas moléculas (Din et al., 2011; Asharaf e Harris, 2013). A manutencdo na concentragdo
desses pigmentos é, portanto, considerada uma caracteristica robusta na tolerancia de plantas ao
estresse (Carvalho et al., 2015; Silva, 2017), ja tendo sido documentada em estudos com as
espécies Eriotheca pubescens, Vellozia squamata e Sclerolobium paniculatum (Carvalho, 2005)
e Jatropha curcas submetidas ao déficit hidrico (Moura et al., 2016).

Embora o déficit hidrico ndo tenha afetado nenhum dos parametros de fluorescéncia da
clorofila a, a exposicdo das plantas a seca teve forte impacto sobre a taxa fotossintética,
principalmente no tratamento DH. Essa queda mais intensa na fixacdo de carbono das plantas
expostas apenas ao déficit hidrico ndo envolveu danos bioguimicos e foi decorréncia do maior
fechamento estomatico, conforme evidenciado pela reducdo das taxas Ci/Ca. E plausivel
assumir, portanto, que a inibicdo da acdo do etileno comprometeu a cascata de sinalizacdo para
o fechamento estomatico, a qual envolve a interacdo (cross-talk) com outros sinalizadores, como
0 acido abscisico (ABA) (Beguerisse-Diaz, 2012; Muller e Munné-Bosch, 2015). Como
consequéncia, as plantas do tratamento DH+STS mantiveram maior gs, maior fotossintese, mas
menor eficiéncia intrinseca do uso da agua, sendo que este foi, provavelmente, um dos principais

fatores responsaveis pelos menores valores de ¥, neste tratamento, uma vez que o fechamento
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estomatico representa o primeiro mecanismo de defesa em resposta a seca, sendo essencial para
manutenc¢do do status hidrico celular (Alves, 2018). De fato, as plantas no tratamento DH+STS
também apresentaram maior taxa transpiratoria em comparacdo com as plantas submetidas a
seca isoladamente. Assim, embora a auséncia do ETH mantenha temporariamente a fotossintese
das plantas, a longo prazo ela pode resultar na dessecacéo excessiva da planta e até mesmo na
morte vegetal.

O processo fotorrespiratorio (Rp) é essencial para as plantas sob estresse abiético, sendo
cuidadosamente regulado em condigdes adversas (Millar et al., 2011; Osakabe et al., 2014). Com
efeito, vias alternativas de dissipacdo do excesso de energia de excitacdo sdo especialmente
importantes em plantas expostas a seca. De acordo com Martins et al. (2014) a fotorrespiracdo
pode ser benéfica na dissipacdo do excesso de energia de excitacdo da cadeia de transporte de
elétrons cloroplastidica. Esse mecanismo aparentemente foi importante para as plantas
submetidas apenas a seca, as quais apresentaram, além dos incrementos na Rp, maior
direcionamento de elétrons para esse processo, conforme evidenciado pelos valores de ETRc,
ETRo e pela razdo Rp/A e ETRC/ETRo. O mesmo nédo ocorreu no tratamento DH+STS, o que
provavelmente esta relacionado com a manutencdo de maior gs pelas plantas nesta condicdo. De
fato, o fechamento estomatico estimula a fotorrespiracdo como consequéncia da diminuicdo na
concentracdo de CO no estroma, diminuindo assim a razéo C:O (Kangasjarvi et al., 2012).

Em adicéo as alteracGes nos processos fisiologicos, a imposicdo da seca também alterou
processos bioquimicos, como a atividade de enzimas antioxidantes. A manutencdo de niveis
constantes de ROS nas células vegetais envolve a participacdo de mecanismos antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos, atuantes na eliminagdo desses compostos (Farnese et al., 2016).
Entre os antioxidantes enzimaticos, a superoxido dismutase (SOD) é a primeira enzima na rota
de desintoxicacdo celular de ROS, convertendo o O2~ (&nion superdxido) em H20-, 0 qual pode,
por sua vez, ser eliminado da célula pela acédo de enzimas especificas, como ascorbato peroxidase
(APX), peroxidase (POX) e glutationa redutase (GR) (Farnese et al., 2016). Incrementos na
atividade da SOD foram observados apenas nas plantas do DH, o que, juntamente com a
manutencdo da atividade da APX, POX e GR, explica os maiores niveis de H20, observados
nesse tratamento. Convém salientar, no entanto, que a concentra¢do de H>O> aparentemente ndo
foi suficientemente alta a ponto de desencadear danos celulares, como evidenciado pela
manutencdo dos niveis de MDA. Uma vez que esses resultados ndo foram observados nas plantas
submetidas ao DH+STS, nas quais observou-se incremento na atividade de enzimas envolvidas
na eliminacéo do H-O5, é possivel que 0 aumento dessa ROS seja resultado de vias de sinaliza¢do

envolvendo o ETH. Sabe-se que, embora sejam potencialmente danosas em altas concentracdes,
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as ROS sdo importantes agentes sinalizadores em condicGes de estresse (Van Breusegem e Dat,
2006). De fato, muitos mecanismos de defesa sdo ativados pela célula em resposta ao aumento
na concentracdo de ROS, o que muitas vezes demanda a inibi¢do temporaria da atividade de
enzimas antioxidantes (del Rio, 2015). Em contrapartida, diversos estudos em diferentes espécies
ja evidenciaram que o fechamento estomatico mediado pelo etileno requer o aumento na
concentracio de H.0, (Desikan et al., 2006; He et al., 2011; Shi et al., 2015). E plausivel assumir,
portanto, que o maior fechamento estomatico observado nas plantas expostas apenas a seca foi
resultado de uma via de sinalizagdo desencadeada pelo ETH, a qual envolveu aumento da
atividade da SOD e inibigdo das enzimas APX e GR, promovendo assim o0 incremento na
concentracdo de H>O,. Até onde foi possivel constatar, esse € o primeiro estudo a propor uma
via de sinalizagdo para fechamento estomatico envolvendo H.O, e ETH em plantas nativas do
cerrado brasileiro, embora investigacbes mais profundas sejam necessarias para confirmar ou
refutar essa hipotese, além de identificar os outros possiveis agentes envolvidos nessa rota, bem
como outras possiveis fontes de H20..

Diante das alteragcbes mencionadas acima é valido colocar em ressalva que em estudos
de plantas submetidas a restricéo hidrica ja € muito bem documentada a participacdo do ETH nos
fendmenos de senescéncia e abscisdo foliar, sendo um comportamento comum em plantas na
seca, uma vez que limita a perda de agua foliar e gasto energético para sua manutencao (Estornell
et al., 2013). No presente estudo, houve diferenca significativa na abscisao foliar decorrente da
senescéncia foliar apenas nas plantas do tratamento DH, indicando que o STS bloqueou
efetivamente a via de sinalizacdo do ETH, interrompendo o processo de senescéncia e abscisao
foliar. Os dados aqui encontrados reforcam mais uma vez a atuacdo do ETH nesse processo em
plantas expostas a restri¢ao hidrica, conforme documentado em diversos outros estudos (Desikan
et al., 2006; Cui et al., 2015; Nascimento et al., 2018). E possivel observar, portanto, que 0 ETH
agiu em diferentes vias para minimizar a perda de agua em D. alata e manter assim o status

hidrico da célula, sendo uma molécula essencial para a resposta das plantas expostas a seca.

5. CONCLUSAO

A exposicao de Dipteryx alata ao estresse hidrico, isoladamente ou em combinagdo com
o inibidor de etileno (STS), teve profundos efeitos sobre a fisiologia vegetal. Em relacdo a
fotossintese, plantas submetidas a seca em associacdo com o STS foram capazes de manter
maiores taxas desse processo, como consequéncia da maior condutancia estomatica observada
nesse tratamento. A manutencdo da atividade fotossintética € um dos principais objetivos em

estudos com culturas, uma vez que maior fotossintese se reflete em maior estabilidade de
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producdo, sendo que inibidores do horménio etileno (ETH) sdo comumente utilizados na
agricultura para aumentar a “tolerancia” das plantas a seca. Esses resultados, no entanto, devem
ser interpretados cuidadosamente quando se trata de uma planta nativa do cerrado, a qual
apresenta ciclo de vida longo e enfrenta periodos de seca que podem se alongar por até seis meses
e que ocorrem de forma ciclica. Nesse caso, qual seria o custo da manutencdo do processo
fotossintético? De fato, embora plantas no DH tenham apresentado menor taxa de assimilacdo
de carbono em decorréncia da menor conduténcia estomatica, isso se refletiu em menor
transpiracdo, diminuindo assim a perda de 4gua para a atmosfera. E provavel que o fechamento
estomatico tenha sido resultado de uma cascata de sinalizacdo desencadeada pelo ETH, a qual
envolveu o aumento na concentracdo de H>O». Além disso, nas plantas nas quais o0 ETH estava
ativo, observou-se maior abscisdo foliar, 0 que, juntamente com a redugdo na transpiracao,
contribuiu para a manutencédo do potencial hidrico celular, tanto na antemanha quanto ao meio
dia. E plausivel assumir, portanto, que em secas mais prolongadas e/ou intensas as plantas no
tratamento DH+STS apresentariam um quadro grave de dessecagdo dos tecidos vegetais, 0 que
aceleraria a morte vegetal, a despeito da manutencao do processo fotossintético. Por outro lado,
é possivel que, em secas mais prolongadas, a queda na fotossintese nas plantas expostas apenas
a seca levasse a deplecdo das reservas de carbono, o que também poderia resultar na morte da
planta. Assim sendo, embora este trabalho tenha evidenciado que o ETH é importante para
manter o status hidrico vegetal por meio de diversas alteracdes fisiologicas, levanta-se tambem
a gquestao de qual fator seria preponderante para a sobrevivéncia das plantas em condi¢cbes de

seca: a manutencdo do status hidrico ou a manutencéo da fotossintese e das reservas de carbono.
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CAPITULO 3

EFEITO DO ETILENO NA ESCALA TEMPORAL DA MORTALIDADE
INDUZIDA PELA SECA EM Dipteryx alata: INTERACAO ENTRE
FALHA HIDRAULICA E PRIVACAO DE CARBOIDRATOS
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RESUMO

SOUSA, Leticia Ferreira de,M.Sc., Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano
— IF Goiano — Campus Rio Verde, agosto de 2019. Efeito do etileno na escala temporal da
mortalidade induzida pela seca em Dipteryx alata: interacdo entre falha hidraulica e
privacdo de carboidratos. Orientadora: Dra. Fernanda dos Santos Farnese. Coorientadores: Dr.
Paulo Eduardo de Menezes Silva, Dr. Adinan Alves da Silva e Dr. Juraci Alves de Oliveira

Eventos extremos de seca tornaram-se cada vez mais frequentes nos ultimos anos,
ocasionando a morte de florestas em diversas regides do mundo. A fim de compreender 0s
impactos causados por secas prolongadas, que ocasionam perda de biodiversidade e de
servicos ecossistémicos, bem como o papel do fitormdnio etileno (ETH) nesse processo, 0
estudo analisou a mortalidade de mudas de Dipteryx alata apds a imposi¢do da restricdo hidrica,
avaliando os aspectos fisioldgicos e hidraulicos das plantas. Para isso, mudas de Dipteryx alata
foram irrigadas até a capacidade de campo, sendo que metade delas recebeu solucdo contendo
inibidor da acéo do etileno. Em seguida, a fisiologia dessas plantas foi avaliada continuamente a
medida que o solo secava ao longo dos dias, até a morte vegetal. A auséncia da a¢do do ETH
desencadeou impactos negativos nos processos fisioldgicos e hidraulicos no tecido vegetal,
principalmente devido a alteracdo no comportamento estomatico e na absciséo foliar, reforcando
a hipotese de que a tolerancia a seca estd mais intimamente relacionada ao fechamento dos
estdbmatos do que a caracteristicas morfoanatémicas. A inibicdo do ETH promoveu maior
abertura estomatica, o que se refletiu em maior taxa fotossintética até determinado ponto.
Conforme a intensidade e o tempo de exposicdo a seca aumentou, essas plantas sofreram impacto
negativo em sua fisiologia, apresentando danos celulares, falha hidraulica e comprometimento
das reservas de carbono no tecido radicular, o que resultou na morte precoce das plantas que
receberam a solucdo com o inibidor do ETH. E possivel concluir, portanto, que o ETH é essencial
para a sobrevivéncia de Dipteryx alata submetida a seca e que a auséncia desse hormonio

provoca a morte por falha hidraulica e por privacdo de carbono.

Palavras-chave: Mortalidade, Falha hidraulica, Carboidrato, Etileno, Morte florestal.
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ABSTRACT

SOUSA, Leticia Ferreira de, M.Sc., Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano
— IF Goiano — Campus Rio Verde, august 2019. Effect of ethylene on the temporal scale of
drought-induced mortality in Dipteryx alata: interaction between hydraulic failure and
carbohydrate deprivation. Advisor: Dsc?. Fernanda dos Santos Farnese. Coadvisor: Dsc. Paulo
Eduardo de Menezes Silva, Dsc. Adinan Alves da Silva and Dsc. Juraci Alves de Oliveira

Extreme drought events have become increasingly frequent over the years, causing a major
impact on forest death in various regions of the world. As a result of being able to understand
the major impacts caused by frequent prolonged droughts that cause loss of biodiversity and
ecosystem services, the aim of the present study was to analyze the mortality of Dipteryx alata
seedlings after the imposition of water restriction, evaluating the physiological and hydraulic
aspects and identifying the influence of ethylene (ETH) plant hormone on these processes. Thus,
we documented that the absence of ETH plant hormone action promotes negative impacts on
physiological and hydraulic processes in plant tissue, mainly due to changes in stomatal behavior
and leaf abscission. Reinforcing the hypothesis that drought tolerance is closely related to the
closure of stomata of morphoanatomics characteristics. Inhibition of ETH promoted greater
stomatal opening reflecting the highest photosynthetic rate up to a certain point. As the intensity
and time of drought exposure increased these plants negatively impacted their physiology with
cell damage and the hydraulic failure that compromised their carbon reserves in the root tissue.
In addition, the present study was important to answer non-exclusive questions: What would first
cause plant death, carbon depletion or water failure? The results indicated that the joining of the

two would result in this process and that ETH is of great importance in this process.

Key words: Mortality, Hydraulic failure, Carbohydrate, Ethylene, Forest death.
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Efeito do etileno na escala temporal da mortalidade induzida pela seca em Dipteryx alata:
interacao entre falha hidraulica e privacdo de carboidratos

1. INTRODUCAO

Eventos extremos de seca tornaram-se cada vez mais frequentes nos ultimos anos,
desencadeando ondas de morte florestal em diversas regides do mundo e impactando a
dindmica de comunidades inteiras (McDowell et al., 2008; Blackman et al., 2016; Martin-St
Paul et al., 2017). Com efeito, a morte de ecossistemas florestais em decorréncia de secas
prolongadas foi frequente em multiplos biomas nas ultimas decadas, ocasionando a perda de
biodiversidade e de servigcos ecossistémicos (Allen et al., 2010; Young et al., 2017; Kono et
al., 2019). Duas hipoteses principais tem sido propostas para explicar a mortalidade causada
pela seca: i) hipotese de falha hidraulica, que postula que a morte das arvores € consequéncia
do suplemento inadequado de agua para o corpo da planta; e ii) hipdtese do déficit de carbono,
a qual sugere que a seca levaria a deplecédo das reservas de carbono abaixo de um nivel critico,
com consequente morte dos tecidos.

A hipotese do déficit de carbono baseia-se no fato de que a escassez hidrica tem
profundos efeitos na taxa fotossintética, podendo resultar em um suprimento de carbono
insuficiente para manter as atividades metabdlicas da planta (Hartmann, 2018). Uma das
primeiras respostas de plantas submetidas a deficiéncia hidrica consiste na reducdo nas taxas
transpiratdrias. Esse processo envolve o fechamento estomatico, com consequente reducéo da
condutancia estomatica (gs), que contribui sobremodo para o aumento ou para a manutengédo
do potencial hidrico dentro de limites que sustentem o metabolismo celular (Tardieu, 2005).
No entanto, a reducédo de gs leva a um menor influxo de CO; para o interior dos cloroplastos,
causando reducdes nas taxas fotossintéticas devido a limitac6es difusivas (Flexas et al., 2004;
Attia et al., 2015; Kissel et al., 2015; Shen et al., 2015). Sob condicdes mais severas de déficit
hidrico, reducbes nas taxas fotossintéticas também podem ocorrer devido a inibicdo de
processos metabdlicos especificos, como a reducdo na atividade de enzimas do ciclo de Calvin
(limitagBes bioquimicas) (Dias e Bruggemann, 2010; Nagy et al., 2013). Dessa forma, em
condi¢Ges de deficiéncia hidrica, existe um conjunto de limita¢Ges ao processo fotossintético,
as quais se refletem negativamente sobre o crescimento, desenvolvimento e produtividade das
plantas. Os niveis minimos de carboidratos necessarios para a sobrevivéncia, no entanto, sdo
desconhecidos até 0 momento e provavelmente variam entre tipos de plantas e até mesmo

entre tecidos de uma mesma planta (Hartmann, 2018).
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A hipotese da falha hidraulica, por sua vez, tem sido apontada em diferentes estudos
como sendo um dos principais aspectos relacionados com a morte de espécies florestais
submetidas a seca, j& que compromete o transporte de &gua através dos vasos Xilematicos
(Anderegg et al., 2016; Zhu et al., 2018; Islam et al., 2019; Klein et al., 2019). Isso ocorre
porque a reducdo na disponibilidade hidrica aumenta consideravelmente a tensdo nos vasos
do xilema, o que pode resultar na nucleacao de bolhas de ar com consequente quebra da coluna
d’agua (cavitag¢do), induzindo falha hidraulica no corpo vegetal e limitando a capacidade de
repor a agua perdida por transpiracdo (Islam et al., 2019). A cavitacdo gera, portanto, um
quadro de extrema dessecacéo nos tecidos vegetais, podendo rapidamente evoluir para a morte
da planta (Zhu et al., 2018). Dessa forma, espécies menos vulneraveis a cavitacdo tendem a
ser mais tolerantes a seca (Anderegg et al., 2016; Klein et al., 2019).

Um dos parametros mais utilizados para determinar a vulnerabilidade a cavitagéo é o
Pso. O Pso consiste no valor de potencial hidrico no qual 50% da condutividade hidraulica é
perdida (Choat et al., 2012; Trueba et al., 2017) e tem sido apontado como um dos principais
indices de mortalidade em comunidades vegetais submetidas a seca (Choat et al., 2012). Outro
pardmetro importante é o Pgg, 0 qual representa o potencial hidrico no qual 88% dos vasos do
xilema estéo cavitados. Para angiospermas, o0 Pgg € 0 ponto no qual a falha hidraulica se torna
irreversivel e as plantas ndo conseguem mais se recuperar (Urli et al., 2013). Os valores de Ps
e Pgg e, consequentemente, a tolerancia a cavitacdo, tem sido tradicionalmente associado as
caracteristicas morfoanatdmicas das plantas, como menor condutancia cuticular (gmin), maior
densidade de venacéo e caracteristicas dos vasos do xilema, como diametro e comprimento
das células (Sack et al., 2008; Tabassum et al., 2016). Recentemente, no entanto, Martin-StPaul
et al. (2017) hipotetizaram que caracteristicas morfoanatbmicas tem apenas um efeito
marginal na tolerancia a cavitacdo, sendo que o fechamento estomatico precoce
aparentemente € mais determinante do que as caracteristicas do xilema para evitar a
ocorréncia de falha hidraulica nas plantas. Essa hipdtese, no entanto, ainda nao foi validada
experimentalmente, de forma que os mecanismos envolvidos na tolerancia a cavitacdo ainda
ndo estdo totalmente esclarecidos. Caso ela se comprove, ndo apenas 0s estdmatos, mas
também as moléculas sinalizadoras envolvidas na regulacdo do movimento estomatico,
assumem papel central na manutencao da seguranca hidraulica das plantas.

Os estdmatos sdo estruturas epidérmicas especializadas que consistem em duas células-
guardas em torno de um poro e atuam como uma valvula que regula as trocas gasosas entre a
folha e a atmosfera (Daszkowska-Golec e Szarejko, 2013), desempenhando um balango entre o

fluxo de CO2 para atividade fotossintética e a saida de vapor d’agua durante a transpiracdo
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(Daszkowska-Golec e Szarejko, 2013; Héroult et al., 2013). Em resposta a diminuicdo da
disponibilidade de &gua no solo, as plantas rapidamente reduzem a abertura estomatica a fim de
limitar a perda de agua por transpiragdo, auxiliando assim na manutencéo do potencial hidrico e
evitando a ocorréncia de cavitacdo (Yan et al., 2017; Marcos et al., 2018; Sousa et al., 2019).
Apesar disso, conforme discutido anteriormente, a diminui¢cdo na conduténcia estomética
também limita a entrada de CO; para a carboxilacdo, de forma que a planta enfrenta um dilema
entre manter a taxa de fixacdo de carbono ou evitar a perda de agua (Kono et al., 2019). Em
espécies aclimatadas a seca, o fechamento estomatico ocorre nos primeiros sinais de diminuicdo
do contetido de agua do solo, antes mesmo que qualquer alteracdo no potencial hidrico das folhas
seja detectada (Salleo et al., 2000). Estes resultados indicam que a resposta dos estdmatos ao
déficit hidrico ndo é resultado da limitacdo hidraulica per se, mas baseia-se em um processo de
sinalizacdo entre as raizes e as folhas. Frequentemente o ABA é apontado como a principal
molécula envolvida nesse processo (Sarwat e Tuteja, 2017; Santner e Estelle, 2009). Diversas
evidéncias indicam, no entanto, que outro hormonio, o etileno (ETH), também seja essencial
para o fechamento estomatico e provavelmente age em conjunto com o ABA (Sarwat e Tuteja,
2017), embora o seu papel na resposta das plantas a seca e, sobretudo, na regulacdo estomatica
e na consequente manutencdo da condutividade hidraulica das plantas ainda seja desconhecido.

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro e abriga mais de 12.400 espécies vegetais,
muitas delas endémicas, o que faz com que este bioma seja considerado um dos grandes hotspots
mundiais de biodiversidade (Strassburg et al., 2017). Apesar disso, o Cerrado é a savana tropical
mais ameacada no mundo e fatores como a expansdo do agronegdcio e a baixa protecao legal
ameacam a sobrevivéncia das espécies (Strassburg et al., 2017; Sano et al., 2019). Essas ameacas
a biodiversidade tornam-se ainda mais preocupantes quando consideramos as previsdes de
mudancas climaticas, as quais apontam para reducgdes de até 45% na pluviosidade do Cerrado
até o fim deste século (IPCC, 2014). Caso se confirmem, esses eventos de seca podem provocar
uma grande onda de morte florestal, culminando com a perda em massa de biodiversidade e
substituicdo de espécies (Breshears et al., 2009; Mencuccini et al., 2015). Nesse contexto,
conhecer 0s principais processos envolvidos na morte de espécies florestais é essencial para a
conservacdo da biodiversidade, uma vez que a compreensdo desses processos pode auxiliar no
desenvolvimento de politicas publicas voltadas para protecdo e conservacdo de ambientes
florestais em um cenario de mudancas climaticas globais. Tendo em vista esses fatos e visando
preencher as lacunas existentes sobre os processos que desencadeiam a morte de plantas em
resposta & seca, no presente estudo nds acompanhamos as alteragdes fisioldgicas em plantas

desde 0 momento de imposicado do estresse até a morte vegetal, utilizando como modelo uma

72


https://www.nature.com/articles/s41598-017-04760-z#auth-2

espécie chave para o Cerrado brasileiro, o Baru (Dipteryx alata). Além de caracterizar 0s
processos fisioldgicos vegetais, nés também avaliamos o envolvimento ETH na resposta das
plantas a seca, empregando um inibidor da a¢éo do fitohorménio, testando as seguintes hipoteses:
i) plantas tratadas com o inibidor do etileno mantém seus estdmatos abertos por mais tempo, o
que possibilita a manutencdo do processo fotossintético e maior acimulo de carbono; e ii) apesar
do maior acimulo de carbono, a manutencdo da condutancia estomatica promove a desidratacdo

dos tecidos e maior ocorréncia de cavitagdo, promovendo a morte precoce da planta.

2. OBJETIVOS
2.1. Geral
Identificar a influéncia fitohormdnio etileno (ETH) na mortalidade de mudas de Dipteryx
alata apds a imposicdo do déficit hidrico, enfocando os aspectos fisioldgicos e hidraulicos

envolvidos nesse processo.

2.2. Especificos
o Avaliar o efeito da seca sobre as relagdes hidricas das plantas na auséncia e presenca de
um inibidor de acéo do etileno;
o Determinar a ocorréncia de cavitacdo nas plantas expostas a seca, ha presenca e na auséncia
de um inibidor de acdo do etileno;
o Caracterizar o comportamento estomatico ao longo do tempo em plantas submetidas a
seca, ha presenca e na auséncia de um inibidor de acédo do etileno;
o Verificar a influéncia do STS sobre o processo fotossintético ao longo do tempo e o
acumulo de amido;
o Analisar a influéncia de caracteres anatbmicos, como densidade de venacgédo e condutancia

cutilar, sobre a tolerancia de plantas ao estresse.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. CondicGes experimentais e imposicdo dos tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, com protecdo de sombrite 50% nas
laterais e em cobertura de lona plastica transparente a 2,50 metros de altura, do Laboratério de
Ecofisiologia e Produtividade Vegetal, no Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde - GO,
Brasil (17°48'18.33" de latitude sul e 50°54'0.04" de longitude oeste e 748 m de altitude), durante

0s meses de abril de 2019 a maio de 2019. As mudas de Baru (Dipteryx alata) foram adquiridas
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em viveiro florestal na cidade de Rio Verde e foram selecionadas de acordo com o tamanho e a
idade (4 meses), contendo no substrato fertilizante de lenta liberagdo Osmocote® (19-06-10)
com tempo de liberacdo de 3 a 4 meses, cobertura via foliar de fosfato monoamdnico (MAP)
purificado (750 g por 100 L de 4gua) a cada 15 dias. Sendo, posteriormente, transplantadas em
citrovasos de 4 litros, com solo na proporcéo de 2:1 (solo de area ndo cultivada e areia), adubadas
de acordo com a andlise de solo e laudo de recomendagdo (solo adubado com 1,5 g de
superfosfato simples (00-90-00), 0,2g de cloreto de potassio (00-00-40) e 0,2 de ureia (30-00-
00) por vaso. A temperatura média e umidade relativa média durante o periodo de avaliacdo
foram 25°C e 60°C, respectivamente. Ap6s 30 dias para aclimatacdo as condi¢des de cultivo, a
irrigagéo foi interrompida em metade das plantas, sendo aplicados quatro tratamentos: Controle
(plantas irrigadas diariamente até atingir a capacidade de campo (CC)); Controle + STS (plantas
irrigadas e tratadas com 0,1 mM de tiossulfato de prata (STS), um inibidor da acéo do etileno);
Seca (plantas nas quais a irrigacdo foi suspensa); Seca + STS (plantas nas quais a irrigacédo foi
suspensa e que foram tratadas com STS). As aplicagdes do STS foram feitas por asperséo foliar,
com um dia de intervalo entre cada aplicacdo, utilizando-se um pulverizador manual, sendo 25
mL do volume de calda por planta. Todas as aplicac6es foram realizadas do lado de fora da casa
de vegetacdo, a fim de evitar a contaminacao dos tratamentos por deriva. A suspensao da seca e
a aplicacdo do STS foram mantidas até a morte de todas as plantas submetidas a restri¢ao hidrica,
aqui considerada como 0 momento em que as plantas ultrapassaram o Pgs. As avaliacfes de taxa
fotossintética, condutancia estomatica, transpiracdo diaria, potencial hidrico e condutividade
hidraulica da planta foram estimadas em intervalos de tempo definidos, quando o contetdo de
agua no solo das plantas submetidas a seca foi igual a 100, 50, 30, 10, 5 e 0% da quantidade de
agua em capacidade de campo. Analises pontuais (quantificacdo de amido no caule e na raiz,
determinacdo da conduténcia cuticular, determinacdo da senescéncia e densidade de venacao)

foram realizadas apenas ao fim dos experimentos.

3.2. Metabolismo do carbono

3.2.1. Taxa fotossintética

A taxa de assimilacdo liquida do carbono (A) e a condutancia estomatica (gs) foram

determinadas em sistema aberto, sob luz saturante (1000 pmol m2 s'l) e pressdo parcial de CO»
de 40 Pa. Para tanto, foi utilizado um analisador de gases a infravermelho (LI-6800, Li-Cor Inc.,

Nebraska, EUA), equipado com uma fonte de luz azul/vermelho (modelo LI-6800, LI-COR).
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3.2.2. Quantificacéo de amido

A quantificacdo do conteddo de amido no caule e raiz foi realizada de acordo com
McDready et al (1950), com algumas pequenas modificagdes. Para isso, aproximadamente 0,100
mg de tecidos de caule e raiz foram coletados, aquecidos em micro-ondas a 600 W por 90 s,
moidas e encaminhadas para analise. O material vegetal seco macerado foi acondicionado em
microtubos de 2 mL. Em seguida, adicionou-se 1,5 mL de etanol 80% em microtubos de 2 mL,
agitando para suspender o solido. Posteriormente, 0s microtubos foram levados em banho-maria
a 90°C durante 10 min e esfriado em temperatura ambiente. Apds isso, 0s microtubos foram
agitados para suspender o sélido e centrifugados a 13. 000g por 1 min. Foi retirado o
sobrenadante e o pellet foi lavado com etanol 80%. Apos isso, foi pego uma aliquota de 1.500
pL do pellet dissolvido no alcool 80% e transferiu-se a microtubos de 2 mL vazios, logo em
seguida adicionado 50 pL de solucdo de Lugol (1%) e misturou a suspensdo. Em seguida, 0s
microtubos foram levados em banho-maria a 50 °C durante 10 min, esfriado em temperatura
ambiente. A leitura da absorvancia das amostras foi determinada em espectrofotometro UV-VIS
(Modelo Evolution 60S, Thermo Scientific, Madison — USA) a 660 nm e a concentracao foi

determinada com base em curva de calibragao.

3.3. Caracterizacdo da percentagem da abscisao foliar

O percentual de absciséo foliar foi mensurado pela contagem do numero total das folhas
antes e ap0s o inicio da seca e a aplicacéo do inibidor de etileno (STS). Sendo a contagem foliar
realizada diariamente. O percentual foi calculado de acordo com o numero de folhas
remanescentes em cada ramo em relacdo ao numero inicial de folhas (Segatto et al., 2013):
desfolha (%) = 100 - (NFD / NFI * 100), onde: NFD = nimero de folhas na data de avaliacéo e

NFI = nimero de folhas inicial.

3.4. Determinacao da condutancia cuticular minima (gmin)

A condutancia cuticular (gmin) foi determinada pela perda de massa foliar por
transpiracdo no escuro em baixa umidade (Burghardt e Riederer, 2003; Schuster et al. 2016). As
folhas foram coletadas, o peciolo selado com parafina derretida e espessura foliar foi mensurada.
Em seguida, as folhas foram colocadas em sacos plasticos do tipo zip-lock e mantidas no escuro
por aproximadamente 2 horas para o fechamento estomatico total. Apos isso, as folhas foram
tiradas dos sacos plasticos e acondicionadas em bandejas de aluminio e levadas em estufa
incubadora B.O.D. com temperatura (28° C) e umidade relativa (45%). A temperatura do ar na

incubadora foi verificada com um termdmetro digital. No intervalo de 2h as folhas foram pesadas
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em uma balanca analitica. A pesagem foi repetida até que fossem obtidos 4 pontos lineares. Ao
final das medicGes, as folhas foram adicionadas em sacos de papel e secas em estufa por 48 horas
a 72 °C para obtencdo do peso seco.

3.5. Relagdes hidricas

3.5.1 Potencial hidrico, condutividade hidraulica foliar e determinacao do Pso

O potencial hidrico foi avaliado em folhas individuais de cada tratamento, no periodo da
antemanha (05:00 h) (Wam) e ao meio-dia (12:00) (Wmd), com o auxilio de bomba de pressao
tipo Scholander.

A condutividade hidraulica da planta (Kplant) foi obtida pelo método do fluxo
evaporativo, conforme proposto por Brodribb e Holbrook (2003) e Simonin et al. (2015), sendo
os dados normalizados pela area foliar total das plantas. O potencial hidrico no qual as plantas
perderam 50% da sua condutividade (Pso) foi calculado utilizando-se a porcentagem de perda de
condutividade hidraulica, obtida apds a determinacao de Kplant, e os dados de potencial hidrico.
O ajuste da curva seguiu 0 modelo sigmoidal, sendo o slope derivado das equacdes propostas
por Duursma e Choat (2017).

3.5.2 Transpiracgao diaria
A transpiracdo diaria (Ed), foi determinada na antemanha (05:00) e ao meio-dia (12:00),
por método gravimétrico, pela diferenga do peso dos vasos (APV), sendo os vasos tampados para
desconsiderar a transpiracdo do solo (Lima et al., 2006; Silva et al., 2013). Os dados foram

normalizados pela area foliar total da planta (Lopes et al., 2005).

3.6. Densidade de venacéo

Para determinacdo da densidade de venacdo, utilizou-se fragmentos da parte central da
lamina foliar, posteriormente foram lavadas e posteriormente passadas pelo processo de
clarificacdo emergindo os fragmentos em hidréxido de sdédio (NaOH) a 10% no periodo de 2h
seguida da imersdo do material em hipoclorito de sddio 20% até a obtencdo do clareamento,
totalmente translucido. Seguidamente, foi removido o alvejante das amostras foliares com agua
destilada e apds isso, coradas com safranina e fast green. Apds isso, montou-se laminas
histoldgicas com as amostras, levadas a microscopio 6tico de luz e fotografadas. As imagens
foram analisadas em um software especifico (imagens J). Este método foi mensurado pela razdo

entre comprimento total das nervuras e superficie da area foliar (Uhl e Mosbrugger, 1999).
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3.7. Anélises estatisticas

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e
seis repeticOes cada. Para as analises pontuais, os dados foram submetidos a ANOVA e as médias
calculadas pelo teste SNK, a 0,05% de probabilidade. Os dados quantificados ao longo do tempo
foram expressos em porcentagem do controle (no caso do tratamento Seca) ou porcentagem do
controle + STS (no caso do tratamento Seca + STS) e a diferenca entre as médias em cada ponto
de amostragem foi determinada pelo teste T, a 0,05% de probabilidade. O ajuste da curva para
determinacgéo do Pso e Pgg foi realizado pela execugdo do pacote fitplc para curvas ndo lineares,
utilizando-se o RStudio. As demais andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o

programa estatistico SISVAR.

4. RESULTADOS
4.1. Relagdes hidricas

4.1.1. Determinacéo da condutancia estomatica (gs) e cuticular (gmin), transpiracéo (Ed)
e caracterizacdo da percentagem da abscisao foliar

Conforme esperado, os dados da condutancia estomatica (gs) apresentaram a mesma
tendéncia observada para os dados de fixacéo de carbono (Fig. 1A). Quando as plantas estavam
hidratadas (100% CC), o gsfoi igual para ambos os tratamentos. No entanto, a medida que o solo
comecou a secar, observou-se declinio de gs nos dois tratamentos de déficit hidrico, sendo esse
declinio mais acentuado no tratamento DH. A condutancia estomatica permaneceu menor nas
plantas expostas apenas a seca durante todo o experimento, sendo que, apenas quando a
quantidade de adgua no solo correspondeu a 0% da CC, gs se igualou entre os dois tratamentos.
A conduténcia cuticular (gmin), por outro lado, foi avaliada ao fim do experimento e ndo se alterou
em nenhuma das condicdes analisadas (Fig. 1B).

A intensificacdo da seca diminuiu a taxa transpiratoria (Ed) em ambos os tratamentos,
embora em niveis diferentes (FIG. 1C). De inicio, quando as plantas estavam hidratadas, a
transpiracdo em ambos os tratamentos foi semelhante, o que ndo se manteve ao longo do tempo.
Com efeito, quando o solo atingiu 50% CC ja foi possivel observar que plantas submetidas ao
DH+STS apresentaram taxa transpiratdria consideravelmente maior. Essa tendéncia se manteve
até o fim do experimento. A taxa de abscisdo foliar, por sua vez, foi muito maior nas plantas em

DH, enquanto nas plantas DH+STS mantiveram o maior nimero de folhas (Fig. 1D).
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Figura 1 — Condutancia estomatica (gs) (A), condutancia cuticular (gmin) (B), transpiracéo diaria
(C) e abscisdo foliar (D). Gréfico de linhas: DH (30% CC), DH+STS (seca de 30% CC tratadas
com 0,1 mM de STS). Graficos de barra: CT (controle), CT+STS (controle tratadas com 0,1 mM
de STS), DH e DH+STS. Médias seguidas pelo asterisco (*) ou por letras diferentes diferem

entre si pelo teste T ou SNK, a 0,05% de probabilidade, respectivamente.

4.1.2. Determinacao do potencial hidrico e condutividade hidraulica

Embora as plantas submetidas ao DH+STS tenham sido capazes de manter maior taxa
fotossintética durante periodo mais prolongado, o inverso ocorreu em relacdo ao potencial
hidrico e a condutividade hidraulica da planta (Kpant) (Fig. 2 A-B). Com efeito, plantas
submetidas a seca na presenca do inibidor de etileno ndo foram capazes de impedir grandes
variacOes nos valores de potencial hidrico ou de condutividade hidraulica, parametros que se
mantiveram mais estaveis no tratamento DH. Apesar disso, ndo foram observadas alteracdes nos
valores de Pso, 0 qual foi igual a -1,7 MPa em ambos os tratamentos, conquanto seja importante

ressaltar que, enguanto plantas do tratamento DH+STS atingiram o Pso quando o contetdo de
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agua no solo correspondia a 30% da CC, nas plantas submetidas apenas a seca isso s6 ocorreu
quando o solo continha 10 % da quantidade de agua na CC (Fig. 2 C-D). E, por fim, a densidade
de venacdo ndo sofreu alteragéo ao final do experimento, sendo estatisticamente semelhante para

todos os tratamentos em relagéo ao controle (Fig. 2E).
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Figura 2 ~Potencial hidrico (Ww) (A), condutividade hidraulica da planta (Kplant) (B), potencial
hidrico no qual ocorreu perda de 50% condutividade (Pso) (C-D) e densidade de venacéo (E).
Grafico de linhas: DH (30% CC), DH+STS (seca de 30% CC tratadas com 0,1 mM de STS).
Graficos de barra: CT (controle), CT+STS (controle tratadas com 0,1 mM de STS), DH e
DH+STS. Médias seguidas pelo asterisco (*) ou por letras diferentes diferem entre si pelo teste

T ou SNK, a 0,05% de probabilidade, respectivamente.
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3.2. Fotossintese e amido

A imposi¢cdo da seca provocou quedas na taxa de assimilacdo liquida em ambos 0s
tratamentos DH e DH+STS (Fig. 3A). Essa diminuigéo, no entanto, foi muito mais acentuada no
tratamento DH, sendo que, quando a quantidade de agua no solo foi igual a 0% em relacéo a
capacidade de campo, essa relacéo se inverteu. Dessa forma, embora as plantas expostas apenas
a restricdo hidrica tenham apresentado menores taxas fotossintéticas no inicio do experimento,
elas foram capazes de manter o processo fotossintético por mais tempo em relacdo as plantas
tratadas com o inibidor da agdo do ETH.

Os padrdes na taxa de assimilacdo liquida de carbono foram refletidos no consumo de
amido nos tecidos de reserva do caule e da raiz apés os tratamentos (Fig. 3B-C). Houve uma
diminuicéo no conteddo de amido caulinar em ambos os tratamentos (Fig. 3B) e queda maior no
teor de amido radicular apenas no tratamento DH+STS, enquanto nas plantas em DH nao diferiu

estatisticamente com o controle (Fig. 3C).
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Figura 3 — Taxa de assimilacédo liquida de carbono (A) (A), teor de amido no caule (B) e na raiz
(C). Gréfico de linhas: DH (30% CC), DH+STS (seca de 30% CC tratadas com 0,1 mM de STS).
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Graficos de barra: CT (controle), CT+STS (controle tratadas com 0,1 mM de STS), DH e
DH+STS. Médias seguidas pelo asterisco (*) ou por letras diferentes diferem entre si pelo teste
T ou SNK, a 0,05% de probabilidade, respectivamente.

3.3. Mortalidade Vegetal

A mortalidade vegetal foi aqui considerada como 0 momento que as plantas submetidas
a seca, ha presenca ou na auséncia do inibidor de a¢do do etileno, atingiram ou ultrapassaram o
Pgs (Tabela 1). Embora o valor de Pgs ndo tenha sido estatisticamente diferente entre os
tratamentos, as plantas submetidas ao DH+STS atingiram esse valor mais rapidamente, quando
a quantidade de agua no solo correspondia a 10% da CC. Nas plantas expostas apenas a seca, 0
Pgg sO foi atingido quando a quantidade de agua no solo foi igual a 0% da CC, indicando,

portanto, que o STS acelerou a morte das plantas.

Tabela 1. Pgs e 0s respectivos valores de agua no solo para plantas expostas a seca, na presenca

ou na auséncia de STS.

Tratamentos Agua no solo (% CC) Pss
DH 0 2,13
DH+STS 10 1,98
4. DISCUSSAO

De acordo com as alteracGes previstas para o clima nas proximas décadas, espera-se que
a seca aumente a frequéncia e intensidade em muitos biomas, incluindo o cerrado (Kono et al.,
2019). A seca fisioldgica é determinada pela capacidade da planta de regular o uso da agua em
resposta ao declinio no potencial hidrico do solo e pelos limiares associados a mortalidade
induzida por falha hidraulica ou déficit de carboidrato (Mitchell et al., 2012). Partindo deste
principio, neste estudo foi avaliado o grau de vulnerabilidade de plantas de baru (Dipteryx alata)
em exposicdo a seca extrema, a fim de avaliar seu comportamento fisioldgico e hidraulico e
identificar a influéncia do fitohorménio ETH neste processo. Foi possivel constatar que o ETH
desencadeia varias respostas nas plantas ap6s a imposi¢do da seca, 0 que resultou, em Gltima

instancia, no retardo da morte vegetal.
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Os resultados obtidos nesse trabalho corroboram a hipotese de que o ETH é essencial
para o fechamento estomético (Desikan et al., 2006), uma vez que a inibicdo da acdo dessa
molécula teve como resultado a manutencdo de uma condutancia estomatica consideravelmente
superior aquela observada nas plantas submetidas apenas a seca. O fechamento estomatico
representa uma das primeiras respostas das plantas ao déficit hidrico, ocorrendo antes mesmo
que alteracBes no ¥w sejam detectadas no tecido foliar e é essencial para manter o grau de
hidratacdo dos tecidos (Salleo et al., 2000). Em adicdo, o etileno também é uma molécula
determinante para a ocorréncia da abscisdo foliar, principalmente em plantas submetidas a
restricdo hidrica (Gomez-Cadenas et al., 1996). A associacdo desses dois fatores, menor gs e
maior porcentagem de abscisdo foliar, foi determinante para que as plantas do tratamento DH
apresentassem queda precoce e acentuada na taxa de transpiragdo, o que, por sua vez, é essencial
para diminuir a perda de agua para a atmosfera e, assim, retardar a dessecacdo dos tecidos
vegetais (Alves, 2018).

Outro fator que contribui para a manutencdo do grau de hidratacdo dos tecidos em
condicdo de déficit hidrico é a diminuicdo da condutancia de cuticular (gmin). Mesmo que 0s
estdmatos estejam fechados, a perda de 4gua continua a uma taxa minima através da cuticula e,
por isso, alteracOes nesse parametro usualmente estdo relacionadas com maior tolerancia a
restricdo hidrico (Duursma et al., 2019). Neste estudo, no entanto, nenhum dos tratamentos
apresentou alteragcbes em gmin, evidenciando que no caso de D. alata o controle estomatico é
mais importante do que mudancas nas caracteristicas epidérmicas e/ou cuticulares. Indicando,
entdo, de que as altas taxas evaporativas observadas quando as plantas estavam hidratadas sao
atribuidas ao comportamento estomatico e ndo a gmin, conforme evidenciado nos estudos de
Sack et al (2003) e Fanourakis et al (2013).

A manutencdo de maior abertura estomatica nas plantas do tratamento DH+STS teve
profundas consequéncia para a hidratacdo dos tecidos, tendo sido observado que, como resultado
da maior taxa transpiratdria, essas plantas apresentaram quedas mais bruscas no ¥Yw. A
manutencdo do Pw nas plantas submetidas apenas a seca, por sua vez, resultou em uma maior
condutividade hidraulica, pois promoveu menor incidéncia de cavitacdo (Choat et al., 2012).
Diminuicbes no ¥w e em Kplant comprometem a manutencdo de estruturas e processos
fisiologicos dentro das células vegetais (Avila-Lovera et al., 2017; Saiki et al., 2017), além de
indicar a ocorréncia de cavitacdo (Hochberg et al., 2017). Conforme esperado, por serem a
mesma espécie nas mesmas condic¢des de dgua no solo, ndo houve alteracdo no valor de Pso entre
o0s tratamentos. Apesar disso, plantas no DH+STS atingiram o Psg mais rapidamente, quando o

conteddo de a4gua no solo ainda correspondia a 30% da CC. O Pso € amplamente aceito como um
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dos melhores indices para predizer a vulnerabilidade das plantas a seca (Trueba et al., 2017),
sendo possivel afirmar, portanto, que a sinalizacdo desencadeada pelo ETH nas células vegetais
é essencial para maior tolerancia de plantas expostas ao déficit hidrico.

A densidade de venagdo é comumente relatada como uma caracteristica importante na
manutencdo da condutividade hidraulica das plantas. Alta densidade de venacao representa vias
xileméaticas mais numerosas por unidade de area e também vias mais curtas para 0 movimento
de agua do xilema até os estbmatos, ja tendo sido demonstrado que maior densidade de venagéao
reduz a vulnerabilidade hidraulica e a ocorréncia de cavitacdo (Scoffoni et al., 2011). Este
parametro, no entanto, ndo se alterou em nenhum dos tratamentos. O mesmo comportamento
foi visto para D. alata submetida a repetidos ciclos de seca, sugerindo que mesmo com maior
tempo de exposigdo a seca as variacdes no arranjo de nervuras foliares ndo se altera a ponto
de apresentar diferenca significativa entre os tratamentos nessa espécie (Alves, 2018). Assim,
aparentemente o que realmente determina a ocorréncia ou nao de cavitacdo em D. alata é um
preciso controle do movimento estomatico, sendo que as analises anatbmicas avaliadas, como
densidade de venacdo e transpiracdo cuticular, que reflete caracteristicas da cuticula, ndo se
alteraram em nenhum dos tratamentos. Esses resultados reforcam a hipotese levantada pelo
Martin-StPaul et al. (2017) de que as caracteristicas anatdmicas teriam apenas um efeito
marginal sobre a toleréncia a cavitacdo em plantas expostas ao déficit hidrico.

No inicio da imposicao do estresse, plantas expostas ao DH+STS conseguiram manter a
taxa fotossintética por mais tempo, devido ao fato de apresentarem maior gs, provavelmente
como resultado da inibicdo da via de sinalizacdo do ETH responsavel pelo fechamento dos
estomatos (Desikan et al., 2006). A manutencdo da taxa de fixacdo de carbono por meio da
inibicdo da sintese e/ou acdo do ETH tem sido interpretado por alguns autores como ganho de
toleréncia a seca (Huang et al., 2014; Nazar et al., 2015). Quando o contetdo de dgua disponivel
no solo diminuiu além de um determinado limiar, no entanto, observou-se queda brusca na taxa
fotossintética, maior inclusive do que a apresentada pelas plantas expostas apenas ao DH. Essa
queda coincidiu com o momento no qual as plantas do tratamento DH+STS atingiram o Psgs,
indicando que a extensa falha hidraulica no corpo vegetal comprometeu o0 processo
fotossintético. Diversos estudos ja demonstraram que as taxas de fotossintese estdo diretamente
relacionadas com a capacidade de uma planta em transportar agua das raizes até os tecidos
transpirantes. Nesse sentido, a condutividade hidraulica da planta é considerada fator
preponderante para a manutengdo do processo fotossintético (Sack e Scoffoni, 2012; Scoffoni et
al., 2012). E possivel que a ocorréncia de falha hidraulica também tenha comprometido a etapa

bioguimica da fotossintese, acarretando danos as enzimas do ciclo de Calvin, o que contribuiria
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para queda brusca no processo fotossintética nas plantas do tratamento DH+STS (Nagy et al.,
2013).

As plantas expostas apenas & seca, embora tenham apresentado menores taxas
fotossintéticas no inicio dos tratamentos, foram capazes de manter o processo por um periodo
mais prolongado, o que se refletiu na concentragdo de amido em tecidos de reserva. Com efeito,
as duas condi¢des de déficit hidrico diminuiram as concentrages de amido tanto no caule quanto
nas raizes, porém nos tecidos radiculares a concentragcdo de amido foi ainda menor nas plantas
tratadas com o inibidor da acdo do ETH. J& foi observado que, em condicbes de seca, plantas
estressadas consomem primeiro os carboidratos de reserva armazenados na raiz em detrimento
daqueles armazenados em tecidos acima do solo, o que provoca a morte do tecido radicular e,
consequentemente, da planta como um todo, por privacdo de carbono (Hartmann et al., 2013).
Manter os estdbmatos abertos e a taxa fotossintética em baixa disponibilidade hidrica
provavelmente resultou em uma série de danos celulares para as plantas do DH+STS em
decorréncia das alteracGes no status hidrico vegetal (Chiappero et al., 2019; Zhang et al., 2019).
Logo, manter maior taxa fotossintética em condi¢des de seca gera um alto custo para a planta,
principalmente em relacéo a ativacdo de mecanismos de defesa, reestruturacdo de membranas e
producdo de novos vasos xilematicos, o que pode ter contribuido para a deplecdo das reservas
de carbono nas raizes das plantas no tratamento DH+ STS (Hartmann et al., 2013). Outra
hipdtese € que a desidratacdo celular possa ter ocasionado o colapso das células do floema no
caule, o que impediu o transporte de carbono das folhas para as raizes (Saiki et al., 2017).

As plantas nas quais a restricdo hidrica foi imposta juntamente com o STS atingiram
0 Pgg antes das plantas no tratamento DH, quando a quantidade de 4gua disponivel no solo era
10% da CC. O Psgg indica o potencial hidrico no qual a seca promove danos irreparaveis devido
a cavitacdo massiva dos vasos do xilema e é considerado, portanto, um indice de mortalidade
em angiospermas (Urli et al., 2013). Dessa forma, como consequéncia da maior desidratacdo
e também do comprometimento das reservas de carbono, as plantas no tratamento DH+STS
morreram mais rapidamente, evidenciando assim, mais uma vez, o papel essencial do ETH na

resposta de D. alata a seca.

5. CONCLUSAO

De acordo com todos os parametros analisados, apoia-se as hipdteses iniciais de que a
auséncia da agdo do fitohorménio ETH promove impactos negativos nos processos fisiologicos
e hidraulicos nas plantas, principalmente devido & alteragdo no comportamento estomatico e na

abscisdo foliar. Os resultados aqui obtidos reforgam a hipotese de que um controle preciso do
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mecanismo de abertura e fechamento estomético ¢ mais determinante do que caracteristicas
morfoanatdémicas para a tolerancia a seca. De fato, o fechamento estomético precoce nas plantas
expostas apenas ao déficit hidrico, associado com a maior porcentagem de abscisdo foliar,
mantiveram a hidratacdo dos tecidos e, por conseguinte, retardaram a ocorréncia de falha
hidraulica nos tecidos vegetais. Nas plantas tratadas com STS, por outro lado, a maior abertura
estomatica resultou em maior fotossintese até determinado ponto, a partir do qual os danos
celulares e a falha hidraulica foram tdo extensa que o processo ndo pode mais ser mantido, a
despeito dos valores de gs, comprometendo as reservas de carbono nessas plantas. Ent&o, este
estudo além de responder as hipoteses iniciais, também ajudou na resposta de duas hipéteses
ndo excludentes: o que mataria a planta primeiro, déficit de carbono ou falha hidraulica?
(Hartmann et al., 2011; Zeppel et al., 2013; Yoshimura et al., 2016). Neste estudo foi
documentado que a juncdo dos dois responde essa pergunta, embora a deplecdo de carbono
seja uma consequéncia direta da falha hidraulica. Assim, quando a regulacdo estomatica ndo
ocorre de forma eficiente, a planta morre devido a falha hidraulica, o que compromete o

suprimento de carbono, sendo 0 ETH essencial para retardar esse processo.
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