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RESUMO

De acordo com relatorios do IPCC, perturbacdes ambientais decorrentes das
mudancas climaticas sdo previstas para o territorio brasileiro sob dominio da Mata
Atlantica. No Nordeste, ha projecdo de aquecimento e seca prolongada. Esse
panorama climatico pode comprometer os processos fisiologicos, crescimento e a
sobrevivéncia de espécies nativas da Mata Atlantica, incluindo a espécie simbolo do
pais, Paubrasilia echinata. Buscando levantar informacdes sobre as estratégias
fisiologicas dessa espécie frente a seca, esse estudo foi realizado com o objetivo de
caracterizar as respostas fotossintéticas e a dinamica da alocacéo do carbono em dois
morfotipos da espécie, sendo um tolerante a sombra (morfotipo pequeno) e outro
tolerante ao sol (morfotipo médio). Na primeira etapa do estudo, foi avaliado o
potencial hidrico, extravasamento de eletrélitos, trocas gasosas e fluorescéncia
transiente da clorofila a das plantas dos dois morfotipos de P. echinata sob suspensao
de agua seguido de reidratacdo. Na segunda etapa, foi analisado a dinamica da
alocacdo do carbono ndo estrutural: aclucares e amido, e estrutural, polimeros de
parede celular: celulose, hemiceluloses e lignina. Registrou-se que o morfotipo
tolerante ao sol, bem adaptado a ambientes mais secos e quentes, quando submetido
a déficit hidrico apresenta declinio menos pronunciado do potencial hidrico foliar,
parametros da fotossintese e da fluorescéncia. Diferentemente do morfotipo tolerante
a sombra gque apresentou menor tolerancia nas mesmas condicdes do tratamento. A
maior resisténcia do morfotipo tolerante a sol a seca foi atribuida a sua maior
capacidade em acumular acucares e lignificacao de seus tecidos. Assim, os hébitos
dos morfotipos refletiram nas suas estratégias fisioldgicas para ajustar a alocag¢éo dos
carboidratos na tolerdncia a seca. Concluimos que, se a seca prevista pelas
mudancas climaticas nas regides de dominio da Mata Atlantica se instalarem nas
proximas décadas, possivelmente a populacdo natural de morfotipo tolerante a
sombra possa sofrer reducdo, devido a sua menor tolerancia ao déficit hidrico em

relacdo ao morfotipo tolerante ao sol.

Palavras-chave: Trocas gasosas °* Fluorescéncia da clorofila a « Carboidratos

Polimeros de parede celular « Déficit hidrico
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ABSTRACT

According to IPCC reports, environmental disturbances resulting from climate change
are predicted for the Brazilian region under the Atlantic Rainforest domain. In Brazilian
Northeast, warming and prolonged drought are projected. This climate scenario can
compromise the plant physiological processes, growth, and survival of native species
of the Atlantic Forest, including the country's symbol species, Paubrasilia echinata.
Seeking to gather information about the physiological strategies of this species facing
drought, we carried out this study in order to characterize the photosynthetic responses
and the dynamics of carbon allocation in two morphotypes of the species, one is shade-
tolerant (small leaf morphotype) and the other sun-tolerant (medium leaf morphotype).
In the first stage of the study, the water potential, electrolyte leakage, gas exchange
and transient chlorophyll a fluorescence of plants of the two morphotypes of P.
echinata were evaluated under water suspension followed by rehydration. In the
second step, the dynamics of the allocation of non-structural carbon: sugars and
starch, and structural, cell wall polymers: cellulose, hemicelluloses and lignin were
analyzed. It was recorded that the sun-tolerant morphotype, well adapted to drier and
warmer environments, when subjected to water deficit presents a less pronounced
decline in leaf water potential, photosynthesis and fluorescence parameters.
Differently, the shade-tolerant morphotype showed less tolerance under the same
treatments. The greater resistance of the sun-tolerant morphotype to drought was
attributed to its greater capacity to accumulate sugars and lignification of its tissues.
Thus, the habits of the morphotypes reflected in their physiological strategies to adjust
the allocation of carbohydrates in drought tolerance. Concluding that, if the drought of
climate change in the Atlantic Forest domain regions settles in the next decades,
possibly the natural population of shade-tolerant morphotype may suffer reduction, due
to its lower tolerance to water deficit in relation to the sun-tolerant morphotype.

Keywords: Gas exchanges ¢ Fluorescence of chlorophyll a « Carbohydrates « Cell wall
polymers « Water deficit
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1. INTRODUCAO GERAL

Ao longo da historia da Terra, as alteragfes climaticas vém causando profundo
impacto nos recursos hidricos e florestais, na biodiversidade e na agricultura. Estudos
climaticos indicam que as atuais concentracfes atmosféricas globais de COz,
superiores a 400 ppm, aumentaram aproximadamente 43% em relacdo ao nivel pré-
industrial, estimado em 280 ppm na década de 1750 (Painel Intergovernamental de
Mudancas Climaticas-IPCC, 2014). Caso as emissdes de gases do efeito estufa
continuem a crescer, a temperatura da atmosfera do planeta poderd aumentar em até
4 °C até o final deste século (2071-2100).

Embora, aparentemente, essa elevacdo seja pequena, ela pode provocar
eventos climéticos extremos. Dentre eles, a intensificacdo de secas e ondas de calor
em algumas regides, e maior frequéncia de chuvas ou frio em outras, abalando o
funcionamento de ecossistemas terrestres e a biodiversidade vegetal (IPCC, 2018).
No Brasil, existem projecdes preocupantes para a regido Nordeste da Mata Atlantica
com reducao de chuvas em 30-35% e elevacdo de temperatura de 3-4°C (Painel
Brasileiro de Mudancgas Climaticas-PBMC, 2014).

A Mata Atlantica é considerada um dos 35 pontos hotspots da biodiversidade
do mundo e um dos trés pontos criticos da biodiversidade mais ameacados e
vulneraveis as mudancas climaticas (MITTERMEIER et al., 2005; BELLARD et al.,
2014). Nesse bioma, a sobrevivéncia de suas espécies pode ser comprometida pela
seca e 0 estresse térmico considerados os fatores ambientais mais limitantes da
produtividade vegetal (FAHAD et al., 2017). Os cenarios futuros mostraram tendéncia
de perda de biodiversidade e mudancas na composicdo das comunidades florestais
(CHOAT et al., 2012; ESSER et al., 2019), exceto para as espécies capazes de se
adaptarem a seca e calor (ROSALES et al., 2012).

A capacidade das plantas em se adaptarem a diferentes ambientes esta direta
ou indiretamente associada a sua plasticidade morfofisiol6gica e bioquimica (ANJUM
et al., 2011). Cabe ressaltar que, espécies com maior plasticidade fenotipica tém
maior chance de sobreviver as variagdes intensas do ambiente (VALLADARES et al.,
2014).

Em resposta a reducdo na disponibilidade de agua, as plantas apresentam

estratégias para superar o periodo de estresse. As respostas das plantas ao estresse
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hidrico envolvem, normalmente, estratégias para evitar e/ou tolerar o déficit hidrico,
podendo variar em nivel interespecifico e até intraespecifico (CHAVES, 2002).
Respostas em nivel morfoldgico, fisioldgico e bioquimico permitem a planta evitar e/ou
tolerar o estresse, contribuindo para sua sobrevivéncia (SHAIK & RAMAKRISHNA,
2014; LAMAOUI et al., 2018). Plantas tolerantes a fatores estressantes
desenvolveram estratégias para manter o crescimento sob baixa disponibilidade de
agua. No entanto, mesmo em plantas tolerantes a seca, o déficit hidrico pode afetar
diversos processos fisioldgicos, incluindo a fotossintese com reflexo negativo no
crescimento vegetal (WANG et al., 2016).

O déficit hidrico leva a fotoinibicdo das plantas, devido ao excesso de energia
luminosa a ser absorvida, resultando em danos oxidativo nos complexos fotoquimicos,
diminuindo a transferéncia de elétrons e declinio na assimilagdo de CO:z (Yl et al.,
2018). Sob seca, os fotossistemas FSI e FSIl podem ser danificados, comprometendo
a fotossintese devido a inibicdo da producdo de ATP (FLEXAS et al., 2006; PILON et
al., 2018). Portanto, o déficit hidrico afeta o sistema fotossintético, limitando a
assimilacdo de carbono, refletindo na acumulacéo, transporte e distribuicdo do
carbono fotoassimilado (LAMAOQUI et al., 2018; PILON et al., 2018).

A maior parte do carbono fotoassimilado € utilizado na respiracéo celular, sendo
o excedente estocado na forma de carbono estrutural e temporariamente em nao
estrutural (MARTINEZ-VILALTA et al., 2016). Além de fonte energética, as moléculas
ricas em carbono nao estrutural (acUcares sollveis e amido) também estédo envolvidas
em reacdes de protecdo contra ao estresse, especialmente o déficit hidrico (COUEE
et al., 2006).

Os acucares soluveis (mono-, di- e trissacarideos e oligossacarideos) e o amido
representam a maior fracdo de carbono ndo estrutural. O carbono estrutural é
estocado na parede celular na forma de polimeros de carbono (celulose e
hemicelulose) e de substancias fendlicas como a lignina (BUCKERIDGE et al., 2008).
A presenca e deposicao de lignina pode ser um componente chave da resposta da
planta as variacdes ambientais intensas (VANHOLME et al., 2010; HAMANN, 2012).

Considerando a importancia do carbono fotoassimilado para o metabolismo e
crescimento vegetal, prever como os reservatorios de carbono de espécies florestais
responderdo as mudancas climaticas futuras, particularmente a seca, requer a

compreensao dos mecanismos fisioldégicos e bioquimicos de tolerancia as condi¢cdes
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inibidoras do crescimento (CHOAT et al., 2012). Principalmente, em espécies da Mata

Atlantica com habitos ecoldgicos divergentes quanto a tolerancia a exposicéo ao sol.

Uma arborea tropical com esse perfil taxondmico e ecologico, € o pau-brasil
[Paubrasilia echinata (Lam) Gagnon, H.C.Lima & G.P.Lewis], nativa da Mata Atlantica
(LIMA, 2013). A espécie possui trés morfotipos que diferem entre si quanto a ao
tamanho da folha: pequeno, médio e grande (JUCHUM et al., 2008) e héabito ecoldgico
em relagéo a intensidade da irradiancia na fase inicial de crescimento (GAGNON et
al., 2016; GAMA, 2017). O morfotipo pequeno € tolerante a sombra enquanto 0s
morfotipos médio e grande sao tolerantes ao sol (GAMA et al. 2020). Essa distincao
ecologica intraespecifica dos morfotipos de P. echinata € singular em florestas
tropicais Umidas, e torna-se bastante atraente para este tipo de pesquisas, por

eliminar as divergéncias taxonémicas.

Destacamos que as projecbes futuras para o clima indicam mudancas e
reducdes nos regimes de precipitacdo para a regido Nordeste sob dominio da Mata
Atlantica, com potenciais impactos na distribuicdo natural de P. echinata e na
producdo de florestas plantadas dessa espécie. Estudos indicam tendéncia de
deslocamento da espécie para as terras altas do Sudeste brasileiro, e a perda de suas
populacdes em diversas areas ao longo da costa brasileira. Se as areas protegidas
de P. echinata persistirdo no futuro é incerto (ESSER, SARAIVA & JARENKOW,
2019).

Considerando que plantas tolerantes ao pleno sol habitam ambientes menos
umidos em relacdo as plantas tolerantes a sombra (ROSSATO; KOLB, 2010),
hipotetizamos que plantas dos morfotipos pequeno e médio de P. echinata
apresentem estratégias diferenciadas de tolerancia ao déficit hidrico. Plantas do
morfotipo tolerante ao sol devem exibir maior tolerancia a simulagdo de seca, danos
menos acentuados no processo da fotossintese e maior capacidade de ajustes da
alocacao de carbono em relagéo as plantas do morfotipo tolerante & sombra. Na fase
de simulacdo de chuva, espera-se que os dois morfotipos recuperem a capacidade
fotossintética e ajustes do carbono ndo estrutural e estrutural. Mas com maior
celeridade no morfotipo tolerante ao sol. Os resultados gerados servirdo de subsidios
na tomada de acgles estratégicas para 0 manejo, conservacao e recuperagdo da

espécie.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar as respostas fotossintéticas e alocagdo de carbono ndo estrutural e

estrutural em plantas dos morfotipos pequeno (tolerante a sombra) e médio (tolerante

ao pleno sol) de P. echinata sob déficit hidrico severo seguido de reidratacao.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Determinar o potencial hidrico (wwp) e extravasamento de eletrolitos (EE), bem
como suas relagdes com as trocas gasosas em plantas dos morfotipos de P.
echinata tolerante a sombra e tolerante ao pleno sol em resposta ao déficit
hidrico seguido de reidratacéo.

Avaliar as trocas gasosas e 0 desempenho da fluorescéncia transiente da
clorofila a em plantas dos dois morfotipos de P. echinata na condicdo ambiental
descrita anteriormente.

Quantificar os teores dos polimeros da parede celular (celulose, hemicelulose
e ligninas) em folhas, raiz e caule das plantas dos morfotipos de P. echinata
tolerante a sombra e ao pleno sol sob déficit hidrico seguido de reidratacao.
Dosar os teores dos carboidratos nao estruturais (acucares sollveis e amido)
nos Orgaos vegetativos das plantas dos morfotipos pequeno e médio de P.

echinata sob simulacao de seca seguida de chuva.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Aspectos descritivos e morfologicos de Paubrasilia echinata

O “pau-brasil” originalmente descrito como Caesalpinia echinata em 1785 por
Lamarck, foi reclassificada no género Paubrasilia por Gagnon et al. (2016) em estudo
filogenético baseado em marcadores ribossémicos e nuclear. O epiteto especifico
echinata se manteve, sendo seu nome atual Paubrasilia echinata (Lam) Gagnon,
H.C.Lima & G.P.Lewis.

P. echinata, popularmente denominada pau-brasil, é uma espécie de
importancia econdmica, ambiental e cultural, com significante valor historico para o
pais. Sdo mais de 500 anos de exploracao e extracao da madeira para o mercado de
corante so vindo a cessar sua exploracao extrativista meados de 1800. Depois disso,
a sua madeira passou a ser utilizada para confeccéo de arcos para instrumentos de
corda de elevada qualidade e de reconhecimento internacional (LIMA, 2020; FRANCO
& YOJO, 2008).

A espécie amplamente distribuida naturalmente na costa brasileira no periodo
colonial, se restringiu na atualidade a pequenas popula¢des naturais entre os estados
Rio Grande do Norte e Rio de janeiro, com status de conservacdo Em Perigo (EN)
(CNCFlora, 2012; LIMA, 2020). Seus principais habitats séo: restinga alta em solo
arenoso bem drenado, floresta estacional semidecidual, floresta ombrofila ou floresta
pluvial (GAGNON et al., 2016; LIMA, 2020). E tipica da Mata Atlantica, bioma
considerado um dos 35 hotspots da biodiversidade do mundo e um dos trés pontos
criticos da biodiversidade mais ameacados e vulneraveis as mudancas climaticas
(MYERS et al., 2000; MITTERMEIER et al., 2005; BELLARD et al., 2014). Atualmente,
€ plantado em vérias regides do Brasil (Figura 1) para fins paisagisticos e de
florestamento (ESSER, SARAIVA & JARENKOW, 2019).
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® Natural
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|| Amazénia
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Figura 1. Distribuicdo de Paubrasilia echinata, segregados em ocorréncias naturais da espécie e

registros de plantacdes cultivadas em outros Biomas brasileiros (ESSER, SARAIVA & JARENKOW,
2019).

O pau brasil € uma arvore de porte médio alcancando entre 5-15 m de altura e
15-40 cm de diametro maximo de caule. Seu tronco é recoberto por aculeos e casca
externa de coloracdo de marrom escuro a pardo-acinzentado. Apresenta uma copa
densa constituida de folhas bipinadas, com inflorescéncias amarelo-ouro e uma
mancha vermelho-pUrpura numa das pétalas, sendo uma planta semidecidua
(AGUIAR et al., 2005; MEJIA & BUITRON, 2008). S&o reconhecidas populagées com
diferencas morfoldgicas quanto ao numero, tamanho e forma dos foliolos, bem como
no tamanho das flores. Atualmente, estdo sendo realizados estudos para subsidiar a
decisao de segregacao de taxons especificos ou, até, em novas espécies dentro do
género Paubrasilia (CNCFlora, 2012; GAGNON et al., 2016; LIMA, 2020).

O grupo mais comum, chamado popularmente de “arruda” ou morfotipo folha
pequena, apresenta os menores folidlulos (5-10 foliolos e 12-21 folidlulos) e area
folidlular unitaria (AFU) de 0,87 cm? em plantas jovens, com o cerne de coloragdo
alaranjada, sendo encontrado em muitas localidades ao longo da costa brasileira
(Figura 2). O segundo difere pouco do primeiro, apresentando foliélulos um pouco

maiores (3-5 foliolos e 3-8 folidlulos) e AFU de 1,00 cm?, com cerne de coloracédo
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laranja avermelhado, chamado popularmente de “café” ou morfotipo folha média.
Deste dltimo morfotipo sdo conhecidos apenas representantes no Rio de Janeiro,
Espirito Santo e interior-sul da Bahia. O terceiro, chamado popularmente “laranja” ou
morfotipo folha grande, apresenta folidlulos muito grandes e cerne vermelho escuro,
sendo encontrado, até o0 momento, em apenas uma localidade no sul da Bahia
(JUCHUM et al., 2008; WERNER, 2009).

500" W 40°0'W

0°0'N

d
10°0'S

-
292
0°0'S

-

30°0'S

40°0'W

1:30.000.000

0 500 1.000 2.000
[ e N

Figura 2. Morfotipos de Paubrasilia echinata: morfotipo pequeno (A); morfotipo médio (B); morfotipo
grande (C); os trés morfotipos (D); Distribuicdo geogréfica natural do morfotipo pequeno (circulos
amarelos), morfotipo médio (circulos azuis) e morfotipo grande (circulo vermelho), adaptado (JUCHUM,
2008; NEMESIO, 2013).

P. echinata pode ser classificada como espécie helidfila ou tolerante ao
sombreamento moderado (escidfila) (AGUIAR et al., 2005; MEJIA & BUITRON, 2008),
semi-heliodfila, ou classificada como climax. Segundo Lima (1992), Lorenzi (2002) e
Baroni (2005) a classificam como helidfila. Num estudo sob gradiente de radiagéo,
Mengarda et al. (2012) classificaram o morfotipo pequeno como semi-heliéfilo ou
intermediario. Em contrapartida, Gama et al. (2020) classificaram o morfotipo pequeno
como ombrofilo. Os mesmos autores classificaram o morfotipo médio como helidfilo,
devido a elevada eficiéncia fotossintética e atividade antioxidante em pleno sol (Gama
et al. 2019, 2020).
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O pau-brasil possui crescimento lento e madeira com densidade média a alta.
E cultivada como espécie paisagistica em reflorestamento e restauragéo ecoldgica.
Requer ciclos longos de 40 a 50 anos para atingir pelo menos 30 cm de diametro na
altura do peito (DAP). Em populacdes plantadas, sua mortalidade é elevada chegando

a 63% de perda em plantacdes jovens (< 5 anos) (ROLIM et al., 2019).

Nas ultimas duas décadas, diversas pesquisas foram realizadas sobre a
ecofisiologia de P. echinata, compreendendo o seu comportamento em relacdo a
intensidade e qualidade da irradiancia (MENGARDA et al., 2009, Mengarda et al.
2012, Galvao, 2018, Gama et al. 2019, 2020). Mais recentemente, outros aspectos
microclimaticos como déficit de presséo de vapor (DPV) e temperatura na alocacao
do carbono fotoassimilado foi abordado em morfotipos de P. echinata (GASPARINI,
2019). Porém, quanto ao estresse hidrico, ha uma grande lacuna de conhecimento
sobre o efeito dessa condicdo ambiental nos processos fotossintéticos e na dinamica

do carbono néo estrutural e estrutural em plantas dos morfotipos P. echinata.

4.2 Seca e fotossintese

As plantas estdo constantemente expostas as variacbes ambientais e sujeitas
a periodos de estresses (ZARGAR et al., 2017). A seca tem aumentado sua ocorréncia
e gravidade com as mudancas climaticas (LAMAOUI et al., 2018), e é considerada o
fator ambiental mais limitante do crescimento e produtividade das plantas, sendo uma
ameaca real ao manejo sustentavel (ZARGAR et al., 2017; LAMAQUI et al., 2018).

As plantas desenvolvem certos mecanismos ativados sob circunstancias
desfavoraveis ao metabolismo e crescimento (ZARGAR et al.,, 2017). A seca
desencadeia uma ampla variedade de respostas em niveis morfolégico, fisioldgico e
bioquimico, permitindo que evitem e/ou tolerem tal condicdo adversa. Presume-se que
existe uma ampla gama de sensibilidades nas respostas fisiolégicas associadas ao
estresse hidrico em nivel interespecifico e intraespecifica nos diferentes ecossistemas
(GRAY et al., 2016). Ao menor estresse por seca, o rendimento fotossintético pode

ser afetado reduzindo a produtividade vegetal.

Respostas especificas a seca variam entre 0s 6rgaos vegetais das plantas. Em
um sentido amplo, o estresse hidrico faz com que as plantas invistam recursos no
sistema radicular em detrimento dos 6rgéos da parte aérea. A seca causa declinio da

atividade fotossintética e limita a assimilagédo de carbono nas plantas. No entanto, tem
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sido discutido se a fotossintese € inibida principalmente por fatores estomaticos ou
n&o estomaticos (PILON et al., 2018; LOPEZ-SERRANO et al., 2019).

LimitacBes ndo estométicas podem ocorrer em situaces de estresse hidrico
associado a eficiéncia no transporte de agua no xilema (VARELA, 2010), com reflexo
na inibicdo da transpiracdo (E). Outras limitacbes ndo estomaticas podem afetar a
fotossintese como mudancas na sintese de clorofila, mudancas funcionais dos
cloroplastos e alteragGes nos processos de acumulagao, transporte e distribuicdo de
assimilados (ANJUM et al., 2011; LAMAQUI et al., 2018).

Fatores estomaticos compreendem as limitacfes estomaticas e mesofilicas. O
processo de fechamento dos estdmatos regulado pelo hormdnio Acido Abscisico inicia
quando o mesofilo comeca a sofrer desidratacao. A limitacdo mesofilica € considerada
uma das principais causas da inibicdo da assimilagdo do CO2 (MARTINS et al., 2011).
Sob déficit hidrico leve a moderado, a fotossintese diminui devido ao decréscimo da
pressdo de turgescéncia, fechamento dos estdbmatos e reducdo da concentracao
intercelular de CO (Ci) no cloroplasto. Sob estresse hidrico moderado ou severo, 0s
fotossistemas | e Il (FSI e FSII) sdo afetados, com comprometimento na producgéo de
ATP e atividade de Rubisco (FLEXAS et al., 2006; PILON et al., 2018).

Como a assimilacdo de CO2 € um grande sumidouro de energia luminosa
absorvida, o estresse por seca pode levar a fotoinibicdo e danos oxidativos, devido ao
excesso de energia luminosa a ser absorvida, resultando na diminui¢cdo do transporte
de elétrons entre os complexos fotoquimicos conhecidos como fotossistemas FSI e
FSII em virtude da degradacéo de proteinas e liberacdo de ions de magnésio e calcio
ligadas as proteinas (LAMAOUI et al., 2018; YI et al., 2018).

Os fotossistemas sobre déficit hidrico podem sofrer fotoinibicdo dindmica e/ou
cronica, sendo mais afetado o FSII (Yl et al., 2018). Na fotoinibicdo dinamica a
eficiéncia quantica decresce, em direcdo a dissipacao de calor. Tal decréscimo é
temporario e totalmente reversivel. Na fotoinibicdo crénica se danifica o sistema
fotossintético e diminui prolongadamente a eficiéncia quantica maxima. O local
principal do dano de fotoinibig&do € a proteina D1 que faz parte do centro de reacdo do
PSII. Esta proteina é facilmente danificada através do excesso de luz e entdo deve
ser removida da membrana e substituida por uma copia recentemente sintetizada
(ARAUJO; DEMINICIS, 2009; LAMAOUI et al., 2018; Yl et al., 2018).
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A reducdo no transporte de elétrons pode provocar aumento na producao de
espécies reativas de oxigénio (ERO’s). A producdo de superédxido (O%) pode dar
origem a formacgéo subsequente de peroxido de hidrogénio (H202) que por sua vez,
pode reagir com os centros de reducdo do FSI constituidos de ferro-enxofre e gerar
radicais hidroxila (HO) causadores de fotodanos no FSI (YI et al., 2018). Porém, em
algumas espécies, o transporte de elétrons ciclicos (TEC) possivelmente compensem
a perda da capacidade de reducdo do FSI (WANG et al., 2016). A dissipacdo de
energia ndo fotoquimica regulada por luz, pode ser aumentada pelo TEC sob estresse
hidrico. A ativacdo do TEC pode ser uma resposta fotoprotetora comum a varios
fatores de estresse, impedindo a formagao de ERO’s em plantas submetidas déficit
hidrico (ZHANG et al, 2011; WANG et al., 2016).

4.3 Papel dos carboidratos ndo estruturais na tolerancia a seca

As plantas adquirem carbono por meio da fotossintese e usam a maior parte
dele como substrato para o0 metabolismo e crescimento. As reservas de carbono (C)
da planta refletem o balan¢o de carbono entre a fotossintese (ganho de carbono) e a
respiracdo (uso de carbono) (DIETZE et al. 2014). Uma fracdo menor de carbono é
retida na forma de compostos de carboidratos néo estruturais (sigla em inglés NSC:
acucares solluveis e amido) que desempenha importante papel na tolerancia das
plantas a ambientes limitantes ao crescimento (MARTINEZ-VILALTA, 2016).
Carboidratos ndo estruturais sdo importantes para as plantas em condi¢cdes de
estresse, podendo influenciar a disponibilidade de C para o crescimento, dependendo
da estratégia de vida da espécie (DIETZE et al., 2014).

Os NSC cumprem papéis funcionais distintos, incluindo transporte e
armazenamento de fotoassimilados, metabolismo energético e protecdo contra a
restricdo hidrica ao agirem como osmorreguladores (HARTMANN; TRUMBORE,
2016; SOUZA et al., 2005). As oscilacdes dos NSC nas espécies vegetais refletem a
sua dinamica entre assimilacdo de C, crescimento e estresse em diferentes escalas

de tempo ou por sazonalidade ambiental (VILALTA et al., 2016).

Em situacdo de déficit hidrico, a concentracéo de carboidratos ndo estruturais
pode ser alterada nos tecidos das plantas, onde atuam como um sinal metabdlico ao
estresse hidrico (HOCH, 2003) demonstrando sua relagdo com a resisténcia a seca
(MARTINEZ-VILALTA et al., 2016). Algumas espécies tolerantes a seca podem
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aumentar os NSC visando ajustar o potencial hidrico e manter a pressdo osmaotica.
No entanto, a seca severa pode causar disfuncao fisiolégica nas plantas, levando ao

esgotamento dos NSC armazenados (HE et al., 2020)

O amido e os acgUcares soluveis: sacarose, glicose e frutose, constituem mais
de 80% do NSC em arvores (HOCH et al. 2003). O amido, por ser um composto
insoltvel, é a reserva de carboidrato mais abundante nas plantas (TAIZ et al., 2017),
sendo um composto de armazenamento, considerado transitério nas folhas ou de
reserva de longo tempo nos 6rgédos drenos. E constituido por polimeros de glicose
organizado em uma estrutura semicristalina tridimensional dando origem a um
granulo. A sintese de amido € realizada nos plastidios através da acdo das enzimas
amido sintetase (TRETHEWAY & SMITH, 2000). A vantagem do amido sobre os
outros carboidratos € por ele ser osmoticamente inativo, permitindo que as plantas o
acumulem em grandes quantidades (HARTMANN; TRUMBORE, 2016).

O amido pode ser quimicamente fracionado em dois tipos de polimeros (Figura
3): amilopectina e amilose. A amilopectina, maior componente do amido nas folhas, é
uma macromolécula com estrutura ramificada, responsavel pelo arranjo granular. A

hY

amilose corresponde a menor fragdo dos grdos de amido, com estrutura linear

formada por residuos de glucose, e sintetizada dentro da matriz da amilopectina
(SOUZA et al., 2005).
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Figura 3: Polimeros constituintes do amido (SOUZA et al., 2005).
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De acordo com sua funcdo, o amido se divide em dois tipos: de reserva e
transitorio. O amido de reserva é acumulado em 6rgdos perenes e de disperséo,
localizado em plastidios denominados amiloplastos. O amido transitorio é sintetizado
nos cloroplastos como resultado do excesso de carbono assimilado. A taxa de
acumulo de amido e a magnitude da variacdo no ciclo claro/escuro do dia variam de
forma consideravel. No periodo noturno, o amido transitério € quebrado em substratos
que serdo utilizados na sintese de sacarose. A sacarose fornecerd energia para as
células fotossintetizantes e, apos transporte, para as nao fotossintetizantes (SMITH e
STITT, 2007).

Uma proporcdo significativa do “pool” de amido pode sofrer deplecdo e
contribuir para a sobrevivéncia das plantas em condi¢des estressantes (MARTINEZ-
VILALTA et al. 2016). As plantas remobilizam sua reserva de amido como parte da
estratégia metabdlica de mitigar o estresse abidtico (THALMANN; SANTELIA, 2017).
Os acucares soluveis (AS) liberados na hidrolise do amido realizam uma gama de
fungBes visando a manutencdo do crescimento e demandas energéticas para a
respiracéo e defesa (MARTINEZ-VILALTA et al., 2016). Os AS estédo envolvidos na
sinalizacdo de mudanca ambiental (GIBSON, 2005), manutencéo do turgor (HUMMEL
et al., 2010), transporte do floema (SAVAGE et al., 2016) e, possivelmente, no reparo
do xilema (SECCHI; ZWIENIECKI, 2011). Os AS podem ser reconhecidos como
sinalizadores de estresse ou ainda serem alterados a partir da necessidade da planta
de se aclimatar a uma nova condigdo ambiental (SMEEKENS, 2000).

A sacarose € um dissacarideo composto de frutose e glicose (Figura 4). Devido
a sua caracteristica ndo redutora € menos susceptivel a hidrélise. Possui um
importante papel como acucar de transporte (de curta e longa distancia) entre os
tecidos fonte-dreno nas plantas, sendo utilizada imediatamente no crescimento e na
rota de transporte para reserva energética (LAMBERS et al., 2008; PIERRE et al.,
2010). Outros acucares como rafinose e estaquiose também sdo normalmente
translocados (Figura 5) (TAIZ et al., 2017).
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Figura 4: Principais carboidratos solUveis de plantas superiores

O desmembramento da sacarose em seus constituintes fornece precursores
para sintese de celulose e hemiceluloses (NOVAES et al. 2010). A degradacéo de
sacarose pode ocorrer pela acdo de duas enzimas: sacarose sintase e invertase. A
sacarose sintase catalisa a degradacéo reversivel da sacarose gerando NDP-glucose
e frutose e as invertases que catalisam a hidrolise irreversivel da sacarose gerando
glucose e frutose (MOLLE, 2009). A glicose e frutose ocorrem em todas as plantas
vasculares. Sao unidades bases para a sintese de oligo- e polissacarideos. Esses
mondmeros derivam da hidrélise de seus ésteres fosfato, como também podem ser

hidrolisados da sacarose, amido e frutanos (SOUZA et al., 2005).

Outros acucares em menor concentracdo como os oligossacarideos derivados
de rafinose e agUcares alcoois (os ciclitois e alditois) também podem ser encontrados
em plantas. A rafinose é um trissacarideo e forma uma série homéloga, da qual a
estaquiose € o tetrassacarideo. Esses dois oligossacarideos podem estar presentes
no transporte via floema em algumas espécies arbéreas (HARTMANN; TRUMBORE,
2016; VERNON et al. 1993). Estruturalmente, a rafinose, a estaquiose e a verbascose
contém sacarose ligada a uma, duas ou trés moléculas de galactose, respectivamente
(Figura 5) (TAIZ et al., 2017).
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Figura 5: Oligossacarideos que normalmente sdo transcolados em plantas (TAIZ et al., 2017).

A rafinose € de ampla ocorréncia em vegetais superiores, sendo encontrada
principalmente em folhas, caules e 6rgaos de reserva. A concentragao de rafinose em
folhas € muito baixa. Mesmo assim, em algumas espécies é translocada para 6rgéos
dreno onde podem se acumular em elevadas concentragdes nos tecidos de reserva
(SOUZA et al., 2005). Oligossacarideos da série da rafinose (RFO: Raffinose Family
oligosaccharides) podem ser acumulados em resposta a desidratacdo e atuam como
osmorreguladores celulares durante a seca, sugerindo o envolvimento de rafinose na
aquisicdo de tolerancia a dessecacéo, isto, muito estudado em sementes (TAJl et al.,
2002; SUGUIYAMA et al., 2014).

Os acucares alcoois (Figura 6), também chamados de polidis, alcoois
poliidricos ou polidlcoois, se apresentam em duas formas: aciclicas (alditéis) e ciclicas
(ciclitéis) (DUMSCHOTT et al., 2017). Os alditéis como o manitol e sorbitol, sdo os
mais comuns, tendo como precursor a frutose-6P. Os ciclitdis como o mio-inositol, sdo
sintetizados a partir de D-glicose-6P (Figura 7). A maioria dos ciclitéis sao produzidos
a partir do mio-inositol sendo um dos mais comuns o pinitol (1-D-3-O-methyl chiro-
inositol) (SZABADOS, et al., 2011). O mio-inositol também forma a base para os
fosfatos de inositol, ascorbato, oligossacarideos da série rafinose e biossintese de
fosfolipidios (SZABADOS, et al., 2011; DUMSCHOTT et al., 2017).
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Figura 6: Principais agUcares alcoois presentes em tecidos vegetais (DUMSCHOTT et al., 2017)

Em geral, os polidis se acumulam no citosol (Figura 7). Sdo metabdlitos de
baixo peso molecular encontrados em varios tecidos e 6rgdos vegetais, incluindo a
madeira. Atuam como osmolitos minimizando os efeitos nocivos do estresse hidrico e
salinidade (CHAVES E OLIVEIRA, 2004). O acumulo de polidis foi detectado em
varias espécies sob estresse hidrico (SZABADOS, et al., 2011). Atribui-se aos
osmdlitos a funcdo de ajuste osmoético e protecdo de macromoléculas (como as
enzimas), tanto pela estabilizacdo das membranas quanto pela eliminacdo de ERO’s
produzidas durante a seca (VERNON et al. 1993; CHAVEZ, 2004; SZABADOS, et al.,
2011).

Os ciclitéis sé@o altamente sollUveis, ndo reativos e metabolicamente inertes.
Essas qualidades permitem que eles sejam acumulados em altas concentracfes sem
interferir nas estruturas celulares e no metabolismo. Altas concentracfes de pinitol e
de ononitol sédo encontradas em varias espécies de plantas tolerantes ao estresse
abidtico (VERNON et al. 1993; CHAVEZ, 2004).
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Figura 7: Rota de biossintese de alditéis e ciclitéis em plantas (DUMSCHOTT et al., 2017).

4.4 Relacao dos polimeros da parede celular com o déficit hidrico

Na tolerancia vegetal, o ajustamento da parede celular sob condicGes de
estresse hidrico € um fenébmeno importante, compreendendo mecanismos complexos,
com diferengas interespecificas e até entre os 6rgéos vegetais (HAMANN, 2012). As
paredes das células vegetais sdo redes poliméricas dindmicas que conferem
estabilidade estrutural as células, protecdo contra estrese bidtico e abidtico,
permeabilidade e funcbes regulatérias durante o crescimento (BERGLUND et al.,
2020).

A parede celular determina o tamanho e a forma das células por meio do
controle mecanico da expansao celular. Os polimeros estruturais sdo 0s principais
constituintes da parede celular vegetal (~90%), particionados em celulose (35-50%),
hemiceluloses (15—-35%), lignina (15-35%) e pectinas (<10%) (CARPITA; MCCANN,
2000; WILDHAGEN et al. 2018). Os polissacarideos estruturais (celulose e

hemicelulose) compreendem longas cadeias compostas por moléculas de agucares
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ligadas covalentemente em variadas posicdes, podendo apresentar ramificacfes de
diversos comprimentos (CARPITA; MCCANN, 2000).

Sao observados dois tipos de parede celular vegetal: a primaria e a secundéria
(Figura 8), diferindo entre si nas composi¢des quimicas e de acordo com as fases do
desenvolvimento celular. A parede celular primaria esta localizada externamente a
membrana plasmatica e € sintetizada durante o crescimento celular. E composta por
microfibrilas de celulose interligadas por hemiceluloses, pectinas e proteinas
estruturais. As paredes celulares primarias devem mostrar desempenho biomecanico
elastico e plastico para suportar a pressao e permitir a extenséo celular (BERGLUND
et al., 2020; KELLY et al., 2021).
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Figura 8: Composicdo da parede celular vegetal (KELLY et al., 2021).

A parede celular secundéria esta localizada entre a parede celular priméria e a
membrana plasmatica. Se diferencia da parede primaria por apresentar uma estrutura
com multiplas lamelas, com maior conteado de microfibrilas de celulose orientadas
em uma matriz de hemiceluloses e lignina, proporcionando resisténcia a compressao
e tracdo, tenacidade e rigidez (BERGLUND et al., 2020).

Segundo Moore (2008), o déficit de agua reduz as pontes de hidrogénio com o
meio aquoso e amplia as interagcbes entre os polissacarideos, alterando as
propriedades biofisicas da parede celular e diminuindo o crescimento vegetal. A baixa
presséao de turgor influenciada por estresse hidrico pode levar a reducéo ou cessacao
do crescimento, diminuindo a extensibilidade e expansao da parede celular (LE GALL
etal., 2015). Porém, minima aten¢éo tem sido dada para as mudancgas na composi¢ao

da parede celular de plantas que sofreram estresse hidrico (MOORE et al., 2008).
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A celulose representa cerca de 30% da massa seca de paredes celulares
primarias. Em parede secundaria esse valor pode chegar até 60% (MEENTS, 2018).
Devido a relativa resisténcia as mudancas quimicas, baixa solubilidade e consideravel
resisténcia a tracdo, a celulose tem ampla gama de aplica¢6es industriais (CHOONG
et al., 2016). Celulose € composta por cadeias de unidades lineares simples (1->4)-3-
D-glicose (Glc), associadas por multiplas ligagbes de hidrogénio para formar
microfibrilas (Figura 9) (HOFTE; VOXEUR, 2017).

A capacidade da celulose em formar pontes de hidrogénio desempenham um
papel importante no empacotamento desse polimero. Os mondémeros de glicose
individuais de celulose séo frequentemente referidos como unidades de anidroglucose
(AGU) na celobiose (Figura 9). Em uma extremidade do polimero, o carbono
anomérico esta envolvido em uma ligacdo glicosidica (fim ndo redutor). Na outra
extremidade do polimero, o carbono anomérico esté livre para se converter em uma
estrutura de aldeido (fim redutor). Essa polaridade quimica da cadeia de celulose é
importante quando se trata de suas diferentes estruturas cristalinas (OLSSON;
WESTMAN, 2013).
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Figura 9: Estrutura da celulose e a unidade de repeticdo da celobiose (OLSSON; WESTMAN, 2013;
HOFTE; VOXEUR, 2017).

A celulose quando hidrolisada por acidos ou enzimas, produz mondémeros de
glicose. A linearidade da molécula, juntamente com a disposicéo antiparalela de duas
cadeias de celulose, facilita a formagédo de inUmeras pontes de hidrogénio entre as

hidroxilas das moléculas de glicose, impedindo fortemente a hidratacdo do
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polissacarideo. Além disso, participa da sinalizacdo e do reconhecimento entre
células, armazena compostos de reserva e moléculas reguladoras que controlam
variados processos fisiologicos celulares e mecanismos de protegdo contra
microrganismos (BUCKERIDGE et al., 2008).

Segundo Le Gall et al. (2015), a biossintese de celulose em algumas espécies
pode ser reduzida em resposta ao déficit hidrico. A reducéo da forca tensil da parede
celular pode estar associada a substancial reducdo de celulose. Portanto, a
diminuicdo da expanséao celular por estresse osmético pode estar ligada as mudancas
na composi¢ao quimica da parede celular (IRAKI, 1989). No entanto, o aumento da
sintese de celulose pode fornecer integridade a parede celular e manter a pressao de
turgidez celular, permitindo o crescimento das células sob potenciais hidricos baixos
(RICARDI et.al., 2014). Em estudo com algodao sob estresse hidrico, observou-se
aumento na expressao da sacarose sintase e do gene UDP-glicose pirofosforilase,
sugerindo biossintese de celulose sob tais condi¢cbes limitantes ao crescimento

(CHENG et al., 2014).

As hemiceluloses séo tipicamente heterogéneas em termos de composigéo e
ramificacdo do acucar. As hemiceluloses sdo sintetizadas no complexo de Golgi e
constituem 10-40% da parede celular secundaria (MEENTS, 2018). A
heterogeneidade molecular das hemiceluloses € fundamental na modulacdo das
interacbes com microfibrilas de celulose e a ocorréncia de ligagdes covalentes com a
lignina (BERGLUND et al., 2020).

As hemiceluloses (Figura 10) sdo uma familia de biopolimeros complexos que
compartilham com a celulose uma estrutura B-(1 — 4), compreendendo mondémeros
de acuUcares neutros (glicose, xilose e manose, e acido urbnico) (Figura 11),
quimicamente modificada por acetilagido (HOFTE; VOXEUR, 2017; BERGLUND et al.,
2020). A hemicelulose dominante nas paredes celulares primarias da maioria das
plantas terrestres € o xiloglucano. Paredes secundarias de tecidos lenhosos contém
pouco xiloglucano ou pectina. Em vez disso, os polissacarideos da matriz sao
principalmente xilanos e glucomananos. Em lenhos de gimnospermas, a maioria das
hemiceluloses sdo glucomananos, com menores quantidades de arabinoxilano (TAIZ
et al., 2017).
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Figura 10: Estruturas parciais das principais hemiceluloses (TAIZ et al., 2017).

As hemiceluloses do tipo xilano (glucuronoarabinoxilano) unem-se por ligacdes
cruzadas com as microfibrilas de celulose e lignina, originando o complexo lignina-
carboidratos (LAWOKO et al.,, 2006). As hemiceluloses da madeira exibem
contribuicbes biomecéanicas distintas e podem estar relacionados a estrutura
molecular distinta das xilanas e mananas da madeira, e a os efeitos agregativos entre
as fibrilas revestidas com hemicelulose. As glucomananas podem aumentar o modulo
de elasticidade na compressdo enquanto as xilanas podem contribuir para um
aumento significativo no alongamento de ruptura sob tensdo da madeira (BERGLUND
et al., 2020).

Uma caracteristica comum de algumas espécies vegetais sob déficit hidrico é
a biossintese aumentada de xiloglucanos em raizes, indicando um papel das
hemiceluloses na manutencéo do crescimento e melhora na tolerancia a seca (LE
GALL et al., 2015). Entre as fungBes atribuidas as hemiceluloses encontram-se o
equilibrio das forcas de tensdo sofrida pelas paredes e o controle do crescimento

celular (BUCKERIDGE et al., 2008). Além disso, regulam a agregacdo das
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microfibrilas de celulose (BERGLUND et al., 2020), podendo ser remobilizadas,

funcionando como reserva energética (SCHADEL et al., 2010).
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Figura 11: Mon6émeros de aglcares encontrados em paredes celulares vegetais (TAIZ et al., 2017).

Os polissacarideos &cidos altamente hidratados denominados pectinas estdo
embebidos nas microfibrilas de celulose e hemiceluloses, porém néo estando ligadas
covalentemente a elas. Sua principal funcdo é a determinacdo da porosidade da
parede, alteracfes de carga que modulam o pH e o balanco de ions (CARPITA;
MCCANN, 2000). Portanto, as pectinas demonstraram desempenhar um papel
fundamental na modulagcé&o da estrutura da parede celular em resposta ao estresse
hidrico. Em particular, homogalacturonano (HG), que provavelmente é um elemento
chave no controle da rigidez e do estado de hidratacdo da matriz péctica, sendo

determinante na tolerancia durante o estresse hidrico seca (LE GALL et al., 2015).

O homogalacturonano é constituido de ligagbes (1—4)-a-D-4acido galacturdnico
(Figura 12), com unidades de ramnose que podem interromper a cadeia, dando
origem a longas ramificacbes com galactanos e arabinanos (BUCKERIDGE et al.,
2008; TAIZ et al., 2017). O ramnogalacturonano é um dominio péctico muito grande,
com uma cadeia principal alternando galacturénico e (1—2)-a-D-ramnose. As cadeias
laterais estdo ligadas a ramnose e sdo compostas principalmente de arabinanos,

galactanos e arabinogalactanos (TAIZ et al., 2017).
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Figura 12: Estruturas parciais das pectinas mais comuns (TAIZ et al., 2017).

A lignina é encontrada nas paredes celulares de diversos tipos de tecidos de
sustentacao e vasculares. O sistema condutor de agua (xilema), constituido por fibras,
traqueides e elementos de vaso que possuem paredes secundarias espessadas,
reforcadas e impermeaveis pela presenca da lignina. A lignina é depositada,
sobretudo, no espessamento da parede secundaria, mas também pode ocorrer na
parede primaria e lamela média, em contato com a celulose e hemicelulose (TAIZ et
al., 2017).

Durante a formacao da parede celular secundaria, os monolignois precursores
da lignina, sdo secretados no espaco da parede celular e reticulados aleatoriamente
por meio de polimerizagdo oxidativa (LE GALL et al., 2015). A composigao da lignina
varia entre as espécies, dentro da espécie e também na mesma planta, pois ha
variacdes de célula para célula de acordo com a localizacdo da parede celular,
conforme a fase de desenvolvimento (STUDART-GUIMARAES et al., 2003).



43

As ligninas vegetais sdo compostas por trés tipos de ndcleos aromaticos ou
unidades - guaiacil (G), siringil (S) e p-hidroxifenol (H) (Figura 13). Na maioria das
espécies, a lignina é uma mistura das trés unidades. Porém, isso pode variar no
desenvolvimento das espécies. E podem ser classificadas como G-ligninas (de
madeiras macias), GS-ligninas (de madeiras duras), GSH-ligninas (de gramineas) ou
GHe-ligninas (de madeira de compresséao) (TAIZ et al., 2017; AGARWAL, 2019).

~ OH
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HO p-hidroxifenol (H)
Alcool p-cumaril

H,CO
. X OH
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HO uaiacil (G)
Alcool coniferil 9
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HO siringil (S)
OCH;
Alcool sinapil

Figura 13: Principais monoligndis precursores da lignina (TAIZ et al., 2017).

As unidades da lignina séo derivadas de trés monoligndis (alcoois: p-cumaril,
coniferil e sinapil) que séo sintetizados através da via de fenilpropanoides no
citoplasma da célula (Figura 14). Os monoligndis sdo oxidados a radicais por
peroxidases depois que elas passam por reacdes de acoplamento radical puramente
quimico para gerar os polimeros de lignina, num processo denominado de lignificacédo
(SIMON et al., 2018). A lignificacdo, proporciona rigidez e hidrofobicidade, evitando o
inchagco das paredes secundéarias da agua, fundamental para as necessidades de

conducado de agua nos tecidos vasculares (BERGLUND et al., 2020).

Moura et al. (2010) sugere que estresses abidticos como baixas temperaturas
e deficiéncia hidrica, podem ser determinantes no aumento da concentracdo de
lignina. Portanto, o processo de lignificacdo reforca a resisténcia e rigidez das paredes
celulares, destacando-se como um componente chave da resposta da planta a seca
(LE GALL et al., 2015).
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CAPITULO 1 - Respostas fotossintéticas em morfotipos de Paubrasilia echinata

tolerante ao sol e tolerante a sombra sob seca seguido de reidratacéo

Sanchez, F.C.L!, Venancio, F.C.D?, Pezzopane, J.E.M?, Cuzzuol, G.R.F!

1 Universidade Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias Humanas e Naturais,
Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Programa de P6s-graduacdo em Biologia Vegetal, CEP
29075-910, Vitéria, ES, Brasil. E-mail: carlos_sanche70@hotmail.com.

2Universidade Federal do Espirito Santo, Jerénimo Monteiro-ES, Brazil.

RESUMO

A seca é o fator ambiental mais limitante da fotossintese. Existem projecfes de
reducado de chuvas no bioma da Mata Atlantica brasileira entre 30 e 35% para a regiao
Nordeste. Contudo, pouco se sabe, sendo de grande interesse conhecer como as
plantas tolerantes ao sol e tolerantes a sombra desse bioma responderam a seca.
Como modelo nesse estudo, dois morfotipos com hébitos ecoldgicos diferentes de P.
echinata foram utilizados. O morfotipo folha pequena é tolerante & sombra e o
morfotipo folha média é tolerante ao sol na fase inicial do crescimento. Plantas juvenis
dos morfotipos foram submetidas a simulacéo de seca, com suspenséao da irrigacao,
seguido de simulacdo de chuva, reidratacdo. Foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado (DIC), em arranjo fatorial 2 x 2. Fator A dois morfotipos
(médio e pequeno), e Fator B dois regimes hidricos (plantas controle e tratadas:
suspensao de agua - 17 dias e reidratacdo - 36 dias). Foram realizadas analises do
potencial hidrico folhar, extravasamento de eletrdlitos, trocas gasosas e fluorescéncia
da clorofila a. Todas as medidas foram entre 8:00 e 10:00 horas em folhas do terceiro
no e totalmente expandida. Sob seca, o morfotipo tolerante a sombra mostrou maior
declinio dos valores da assimilacéo liquida de COz2 (A), transpiracdo (E), condutancia
estomatica (gs) e eficiéncia do uso da agua (A/E) em relacdo ao morfotipo tolerante
ao sol. A diminuicdo das taxas fotossintéticas nos dois morfotipos estiveram
associadas as alteracdes na fluorescéncia da clorofila a. Decréscimos de rendimento
quantico no lado aceptor do fotossistema | (§R0o) e aumento na dissipagéo de energia
(DiO/RC) foram associados a baixa transferéncia de elétrons do complexo de evolugéo
de oxigénio (CEO), com inibicdo da reoxidardo da Quinona A (Qa), derivando a
reducbes de eventos fotoquimicos no lado aceitador do fotossistema Il (FSII). Isto

induziu um menor aproveitamento da energia luminosa para a fotoquimica nos dois
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morfotipos, porém, de forma mais acentuada no tolerante a sombra. Na fase de
reidratacédo, as plantas expostas a seca dos dois morfotipos apresentaram progressiva
recuperacdo da maioria dos parametros de troca gasosa e fluorescéncia da clorofila
a, igualando os valores dos seus controles apos os 36 dias de reidratagdo. No entanto,
a condutancia estomatica, o indice de desempenho da atividade funcional do FSII
(PIABS) e o indice de desempenho fotoquimico total (PITOTAL) continuaram
inferiores aos de seus controles, sendo mais acentuado no morfotipo tolerante a
sombra. Os resultados indicam que o morfotipo tolerante ao sol apresenta melhor
ajuste nos mecanismos fotossintéticos de tolerancia a seca do que o morfotipo

tolerante a sombra.

Palavras-chave: Trocas gasosas ¢ Fluorescéncia da clorofila a <« Eficiéncia

fotossintética « Disponibilidade hidrica * Tolerancia a seca.
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1. INTRODUCAO

Previsdes nas mudancas climaticas indicam aumento da intensidade de secas
e ondas de calor em algumas regifes, trazendo impactos no funcionamento dos
ecossistemas terrestres e na biodiversidade vegetal (Painel Intergovernamental de
Mudancas Climaticas-IPCC, 2018). A seca é considerada o fator ambiental que mais
limita o crescimento, a produtividade das plantas devido seus danos nos diversos
processos fisioldgicos (GRAY et al., 2016; LAMAQUI et al., 2018).

As projecfes de mudancas climaticas para o Nordeste do bioma Mata Atlantica
brasileira, estimam aquecimento intenso, causado por elevacdo de 3-4°C e diminui¢cao
de 30-35% de chuvas, até o final do presente século (Painel Brasileiro de Mudancas
Climéaticas-PBMC, 2014). A Mata Atlantica, poderia apresentar dificuldades e
limitacBes na sobrevivéncia de suas espécies em condi¢cdes de seca. Prever como as
espécies desse bioma, responderdo as mudancas climaticas futuras, incluindo a seca,
depende da nossa compreensdo nos mecanismos fisiolégicos e fotossintéticos
(CHOAT et al., 2012). Isso € particularmente importante em florestas tropicais
consideras hotspots da biodiversidade do mundo (BELLARD et al., 2014).

Esse tipo de florestas possui alta produtividade priméaria vegetal e elevada
atividade fotossintética, com espécies tolerantes ao sol e tolerantes a sombra que
desempenham forte dreno do carbono global (GRACE et al., 2014). No entanto, em
se tratando de investigacdes sobre os efeitos do déficit hidrico na fotossintese, pouco
se sabe sobre suas relac6es com as espécies tolerantes ao pleno sol e tolerantes a
sombra. Isso se torna ainda mais importante em cenarios possiveis de mudancas

climaticas envolvendo eventos extremos como secas e alagamentos.

Sabe-se que, plantas cultivadas em pleno sol investem mais em raizes para
capturar agua e nutrientes para sustentar as altas taxas de transpiracdo. Plantas
cultivadas a sombra majoritariamente investem em folhas finas como o6rgéo
fotossintetizante, para aumentar a captura de luz. Porém, isso ocorre as custas da
aquisicéo de raizes, podendo tornar as plantas tolerantes a sombra mais sensiveis a
seca (AMISSAH et al., 2015; OSNAS, 2018). As espécies tolerantes ao sol se
distinguem das tolerantes a sombra por apresentarem maior fotossintese,
metabolismo, velocidade de crescimento e menor area foliar especifica (POORTER,
et al., 2010).
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No entanto, as plantas podem desenvolver estratégias adaptativas e/ou
expressar sua plasticidade fenotipica (VALLADARES et al., 2014) em niveis
morfolégico, fisioldgico e bioquimico, com o propdsito de evitar ou tolerar a seca,
visando sua sobrevivéncia em condicbes ambientais desfavoraveis ao crescimento
(ZARGAR et al.,, 2017; LAMAQOUI et al., 2018). A sensibilidade das plantas em
determinado processo fisioldgico ao déficit hidrico €, em grande parte, um reflexo da
estratégia da planta em lidar com o nivel de disponibilidade de agua no solo e no
potencial hidrico das células do mesofilo (TAIZ et al., 2017).

O potencial hidrico foliar reflete uma combinacéo de fatores como demanda de
agua nas folhas, agua disponivel no solo, condutividade hidraulica e regulacéo
estomatica (VICENTE; YUSTE, 2014). A forma convencional de detectar o déficit
hidrico em plantas consiste em estimar o status hidrico, medindo o potencial da agua
nas folhas da antemanha (Wwp) (VICENTE; YUSTE, 2014). Uma outra forma de
detectar o déficit hidrico, é investigando a perda da integridade da membrana celular
através do extravasamento celular de ions como o K*. Isso é feito medindo a
condutividade eletrolitica do tecido foliar embebido em agua pura (HATSUGAI;
KATAGIRI, 2018). O aumento da fluidez das membranas, leva a uma fuga de
eletrdlitos desde os compartimentos celulares para o meio extracelular (LANGARO,
2014).

O déficit hidrico, afeta ainda, o sistema fotossintético limitando a assimilacéo
de carbono (PILON et al., 2018). As limitacBes fotossintéticas podem ser causadas
por fatores estomaticos ou ndo estomaticos. Para esses ultimos incluem a reducéo da
area foliar, senescéncia foliar, modificacdes nos cloroplastos com reducado na sintese
de clorofila, alteragcdes na acumulagéo, transporte e distribuicdo de fotoassimilados
(ANJUM et al., 2011; LAMAOUI et al., 2018).

Sob estresse hidrico leve a moderado, a fotossintese diminui devido a reducéo
da turgescéncia e concentracdo intercelular de carbono (Ci). A diminuicdo da
condutancia estomatica (gs) e condutancia do mesofilo (gm) também limitam a
carboxilacdo (FLEXAS et al., 2006; PILON et al., 2018). Sob estresse hidrico
moderado ou severo, os fotossistemas | e Il (FSI e FSIl) podem ser abalados,
comprometendo a fotossintese por inibigcdo da producédo de ATP, atividade da Rubisco
(FLEXAS et al., 2006; PILON et al., 2018) e degradacéo desta e de outras proteinas
(LAMAOUI et al., 2018).
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O déeficit hidrico pode provocar alteracdes na fluorescéncia da clorofila a, devido
a inibicdo ou fotodanos nos fotossistemas FSI e Fll por excesso de energia luminosa
a ser absorvida, provocando diminuicdo da transferéncia de elétrons entre os
complexos fotoquimicos e declinio na assimilagcdo de CO:. Alguns elétrons podem ser
transferidos para o oxigénio molecular através da reacdo de Mehler, provocando a
formacdo de espécies reativas ao oxigénio (ERQO’s) como o superdxido (0O%) e
peroxido de hidrogénio (H202). O H202, por sua vez, pode reagir com 0s centros de
reducdo do FSI constituidos de ferro-enxofre e gerar radicais hidroxila (HO) que
podem causar fotodanos ao FSI (Yl et al., 2018). Contudo, sob condi¢Bes de estresse
hidrico, aumento do transporte na cadeia de elétrons nos fotosistemas pode ocorrer
como medida de fotoprotecédo (ZHANG et al., 2011; SNIDER et al., 2013).

Considerando as previsbes de reducdo das precipitacbes para a regiao
nordeste com perspectivas de alcancar a regido sudeste, nos deparamos com uma
guestdo muito importante. Como as plantas de sombra e de sol da Mata Atlantica
responderdo a seca severa seguido de um periodo de chuvas? Para responder essa
guestao, a escolha de plantas com baixa divergéncia taxondmica, mas diferenciando-
se quanto ao habito ecoldgico, torna-se bastante atraente e apropriada. Uma arborea
tropical com esse perfil taxonébmico e ecoldgico, é o pau-brasil [Paubrasilia echinata
(Lam) Gagnon, H.C.Lima & G.P.Lewis], nativa da Mata Atlantica e arvore simbolo do
Brasil por sua alta importancia ecoldgica e econémica (LIMA, 2013). De sua madeira
sdo confeccionados arcos para instrumentos de corda, de elevada qualidade
(FRANCO & YOJO, 2008).

A espécie possui trés morfotipos divergentes quanto ao tamanho da folha e
hébito ecoldgico em relacéo a luminosidade. O morfotipo folha pequena é tolerante a
sombra enquanto os morfotipos folha média e folha grande sao tolerantes ao sol
(GAMA, 2017). Essa distingdo ecoldgica intraespecifica dos morfotipos de P. echinata
é singular em florestas tropicais Umidas, e ideais para investigacdes sobre a influéncia
de fatores ambientais em plantas tolerantes a sombra e tolerantes ao pleno sol, por

eliminar as divergéncias taxonémicas.

Considerando que plantas tolerantes ao pleno sol habitam ambientes menos
umidos em relagdo as plantas tolerantes a sombra (ROSSATO e KOLB, 2010),
hipotetizamos que plantas do morfotipo médio de P. echinata sejam mais tolerantes a

simulacdo de seca severa, e recupere suas respostas fotossintéticas mais
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rapidamente apdés a simulacdo de chuva. Isso devera ser evidenciado com um
decréscimo menos acentuado das trocas gasosas e menor fluorescéncia da clorofila
a das plantas do morfotipo médio durante a seca e na rapida recuperacao dessas
varidveis na fase de reidratacdo, em relagédo as plantas do morfotipo pequeno. Para
testar essa hipotese, conduzimos o presente estudo com o objetivo de avaliar os
efeitos da seca seguido de reidratacdo no potencial hidrico, no extravasamento de
eletrdlitos, nas trocas gasosas e na eficiéncia fotoquimica da clorofila a em plantas
juvenis dos morfotipos pequeno e médio de P. echinata.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

O experimento foi conduzido na area experimental do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Espirito Santo em Vitéria, ES
(20°18’52”S e 40°19°06”"W). Plantas dos morfotipos pequeno e médio Paubrasilia
echinata (Lam) Gagnon, H.C.Lima & G.P. Lewis foram produzidas de forma seminal
no viveiro da Reserva Natural Vale em Sooretama-ES (19°09'04"S e 40°04'36"W).
Sementes coletadas de matrizes da Reserva Natural Vale foram semeadas em sacos
plasticos (2.5 L) contendo como substrato solo argila:arenoso (2:1), sob condi¢des
ambientais naturais de temperatura média anual de 2412 °C, fotoperiodo de 10+1h,
umidade relativa de 70+15% e radiancia fotossinteticamente ativa (PAR) de
1.000£150 umol m~? st proporcionado por tela de nylon preta Sombrite®. As plantas
foram irrigadas diariamente com agua corrente por aspersao eletronica. Plantas com
um ano de idade (70 plantas por morfotipo) medindo 22+4 cm de altura foram
transplantadas para vasos de polietileno com capacidade de 8L, contendo como
substrato uma mistura de solo comercial Forth e areia na proporcéo (2:1). As plantas
foram cultivadas em casa de vegetacdo sob condicdes ambientais naturais de
temperatura média de 25+2 °C, fotoperiodo natural de 11+1h e PAR de 1.000+150
umol m? s1 determinado em espectrorradiobmetro (Spectrum Technologies, Inc.,
lllinois, EUA). As plantas foram irrigadas diariamente com agua da torneira até
capacidade de campo, sempre quando necessario. Apos 25 dias de cultivo nessas
condicdes, foi aplicada uma unica 200 mL da solugcéo nutritiva de Hoagland & Arnon
(1950) em meia forga idnica por planta, visando o aumento do vigor das mudas.
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Apé6s os dois meses de cultivo nas condicbes acima, as plantas foram
transferidas para estufas (6,0 m de comprimento x 1,5 m de profundidade x 2,0 m de
altura) revestidas por filme plastico de polietileno de 150 micra. No interior dessas
estufas registramos temperatura média de 29+3 °C, fotoperiodo natural de 11+1h e
1.200+50 pmol m2 st de PAR, determinados em um dia sem nuvens as 9:00 horas
da manha. As plantas foram irrigadas diariamente com agua da torneira. Apés quatro
meses de aclimatacdo nessas condigdes, plantas dos dois morfotipos medindo 354
cm de altura e contendo 5+1 folhas, foram divididas em dois lotes: plantas controle
(sempre irrigadas) e plantas tratadas (suspensao de agua seguido de reidratacdo). A
umidade relativa e temperatura (média, maxima e minima) foram medidas em Termo-

higrometro Digital (TH-02 Impac.com.br) e apresentados na (Fig. 1).
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Figura 1. Umidade relativa do ar (UR%) e temperatura média, maxima e minima (T °C) nas estufas
onde foi conduzido o experimento. As medidas foram realizadas no periodo de 27/07 a 18/09 de
2018. Setas indicam os pontos de avaliacéo fisioldgica das plantas. S = dias de suspenséo hidrica
e R = dias ap6s a reidratacao.

2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado (DIC), com
quatro combinacdes de tratamentos: morfotipo pequeno controle, morfotipo médio
controle, morfotipo pequeno tratado e morfotipo médio tratado. O esquema: (1) plantas
controle: um grupo de 70 plantas, sendo 35 do morfotipo pequeno e 35 do morfotipo
médio, foram irrigadas continuamente com agua corrente até capacidade de campo;

e (2) plantas tratadas: outro grupo com as mesmas quantidades de plantas que o
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controle, foram sujeitas a déficit hidrico imposto pela suspenséo de agua, seguido de
um periodo de reidratacao (irrigadas até capacidade de campo). Total de plantas, 140
unidades dos dois morfotipos. Cinco repeticdes por tratamento foram usadas e uma
Unica planta por vaso foi considerada como uma repeticdo. O tempo maximo de
suspensao hidrica das plantas tratadas ocorreu ao 17° dia quando o potencial hidrico
foliar antemanha (Ywp) chegou proximo de -3 MPa. Em seguida, as plantas sob seca
foram reidratadas diariamente com agua corrente até capacidade de campo, por 36
dias quando a assimilacdo do CO2 das plantas reidratas se aproximaram das plantas

controle.

As avaliacbes das trocas gasosas, potencial de agua e extravasamento de
eletrélitos das folhas foram realizadas aos 0, 7, 12 e 17 dias de suspensao de agua
(simulacéo de seca) e aos 5, 12 e 36 dias ap0s a reidratacao (simulacdo de chuva). A
fluorescéncia da clorofila a, foi avaliada nos dias maximos de cada tratamento, isto €,

no 17° dia de suspenséo hidrica e no 36° de reidratacéo.

2.3 Potencial da agua na folha (Ywp)

O ¥,, foi determinado na antemanhd, entre 4.00 e 5:00 horas da manh3,
utilizando uma bomba de presséo tipo Scholander (SCHOLANDER et al., 1965) PMS
Instrument, modelo 600, USA. O procedimento foi realizado na 22 ou 32 folha
completamente expandida e sadia, a partir do apice do eixo ortotropico. ApGs a seccéo
da folha, imediatamente o peciolo foi inserido na camara da bomba de presséao. A
pressédo foi aplicada até a exsudacéo da goticula da seiva na superficie seccionada
do peciolo da folha, quando se registrou a leitura da pressdo (TURNER, 1981). Apés
a medicdo, o mesmo material fresco foi utilizado para anélises do extravasamento de

eletrélitos.

2.4 Extravasamento de eletrdlitos

Para avaliar a estabilidade das membranas citoplasmaticas das folhas das
plantas sob suspenséo hidrica e reidratacéo, foi adotada a técnica do extravasamento
de eletrélitos, conforme a metodologia descrita por Bajji et al. (2001), utilizando as
mesmas folhas da medicao do ¥, Foram retirados 5 discos foliares por planta de 0.5
cm de diametro do folidlulo da parte média, com o auxilio de um perfurador metalico
de cobre. Imediatamente apds o corte, os discos foram lavados trés vezes em agua

deionizada para a elimina¢éo do contetdo das células rompidas durante o corte e de
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outros eletrdlitos aderidos as folhas. Os discos foliares foram enxugados em papel
absorvente e os 5 discos por planta foram transferidos para tubos de vidro contendo
20 mL de agua ultrapura e mantidos por 6h sob agitacdo constante em temperatura
ambiente 25+£1°C. Posteriormente, foi medida a condutividade elétrica inicial do meio
com os discos (C1) e da agua pura ou branco (B1) com o auxilio do condutivimetro
portéatil (Sanxin, modelo SX723, China). Em seguida, os tubos com os discos foram
transferidos para estufa a 90 °C por 2h, e ap0s resfriamento, foram medidas a
condutividade elétrica méxima do meio com os discos (C2) e da &gua pura ou branco
(B2). O extravasamento de eletrélitos foi calculado na formula [(C1-B1) / (C2-B2)] * 100
(BAJJI et al., 2001).

2.5 Trocas gasosas

Em cada ponto amostral da suspenséo hidrica e reidratacdo, foram realizadas
as medidas das trocas gasosas num analisador de gas por infravermelho-IRGA
(Modelo LCpro-SD) entre 8:00 e 10:00 horas, em folhas do terceiro né e totalmente
expandida de 5 plantas por morfotipo do controle e tratado, escolhidas aletoriamente.
A condicdo microclimética da camara de medicdo da fotossintese foi ajustada para
400 pymol CO2 mol*? ar, 27 °C e irradiancia de 750 umol de fétons m? s, definida
anteriormente por curvas de intensidade de luz construidas em 12 niveis de irradiancia
solar (0 a 1.500 umol de fétons m2 s1) com duracédo de 60 s em cada nivel de luz. As
seguintes variaveis foram avaliadas: assimilacdo liquida de CO2 (A; pmol CO2 m? s
1), condutancia estomatica (gs; mmol H20 m2 s, transpiracdo (E; mmol H20 m= s1)
e concentracdo de CO: intercelular (Ci; pmol CO2 mol arl). A partir dessas variaveis,
foram calculadas a eficiéncia instantanea da carboxilacdo (A/Ci) e a eficiéncia

instantanea do uso da agua (A/E), de acordo com Machado et al. (2005).

2.6 Fluorescéncia transiente (OJIP)

Para as andlises da fluorescéncia transiente da clorofila a utilizou-se um
fluorémetro portatil, modelo Handy-PEA (Hansatech Instruments, King’s Lynn, Norfolk,
UK). As medidas foram realizadas entre 7:00 e 9:00h para evitar os efeitos inibitorios
das altas temperaturas e luminosidades sobre as reacdes fotossintéticas. As medidas
foram feitas nas mesmas folhas utilizadas para as trocas gasosas. Para tornar o
sistema coletor de luz totalmente receptivo, foi necesséario a oxidacdo completa dos

centros de reacéo. Isso foi possivel com a aclimatacdo das folhas no escuro, durante
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40 minutos (momento em que todos os centros de reacdes dos fotossistemas estavam
totalmente oxidados). Apos a aclimatacdo ao escuro, as folhas foram expostas a um
pico de luz vermelha de 3.000 umol PAR m~ s. As intensidades de fluorescéncia
foram registradas entre 20 ys e 1 s, onde: 20 us € a fluorescéncia inicial (FO) e £ 300
ms a fluorescéncia maxima (Fm). A partir das intensidades de fluorescéncia foram
calculados os parametros estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER et al., 2010)
(Tabela 1).

Tabela 1: Siglas, formulas e explanacao dos parametros do teste JIP usados neste trabalho.

Sigla Equagdes ou similares  Significado
Fo F20us ou F50us Fluorescéncia inicial (aos 20 ps).
Fluorescéncia maxima, quando todos os centros de reagdo
Fwm Fp do fotossistema Il (FSIl) estdo fechados e a QA reduzida
(QA-).
Vi (Fa— Fo)/(Fm — Fo) Fluorescéncia variavel na fase J da curva OJIP.
\ (F1 — Fo)/(Fm — Fo) Fluorescéncia variavel na fase | da curva OJIP.
Fluxo de absor¢éo (das clorofilas da antena) por centro de
ABS/RC Mo (1/Vs) (1/9Po) reacdo. Também é uma medida do tamanho aparente da
antena do FSII.
Dlo/RC ABS/RC -TRo/RC Fluxo de energia dissipada, por centro de reacéo.
TRo/RC Mo (1/Vs) Fluxo de energia capturada (levando a reducéo da Quinona
A) por centro de reacao.
ETo/RC Mo (1/Va) wo = (MoVa) Wo 1106 de transporte de elétrons (apés a reducéo da Quinona)
= (Mo/Vs3) (1-Va) por centro de reacao.
REJ/RC Mo (1/V9) WEodRo = Fluxo de elétrons redutores dos receptores finais de elétrons
(RE/ETo) (ETo/RC) do FSI por centro de reagao.
Rendimento quéantico méaximo das reacgbes de Oxido-
oPo Fv/Fm = TRoJ/ABS reduc&o ocorridas no FSII. Rendimento quantico maximo do
FSill.
WE, ETo/TRo Eficiéncia com que um elétron se move na cadeia de
transporte de elétrons apos a reducédo da Quinona A.
PEo ETo/ABS Rendimento quantico do transporte de elétrons
Eficiéncia com que um elétron dos carregadores de elétrons
ORo REo/ETo do intersistema é transferido para reduzir receptores de
elétrons do lado receptor do FSI.
oRo REJ/ABS Rgndimento quantico da reducao de receptores finais de
elétron do lado receptores do FSI
indice de Performance (potencial) da conservacdo de
Plags (RC/ABS) (¢Po/(1-¢Po)) energia de fétons absorvidos pelo FSIl para a re’dugéo dos
(WEo/(1-yEo)) receptores de elétrons do intersistema. Indice de
desempenho potencial do FSII.
indice de Performance (potencial) para a conservacéo de
PlroTaL Plass (5Ro/(1-8R0)) energia dos fétons absorvidos pelo FSII para a reducao dos

receptores finais do FSI. indice de desempenho fotoquimico
total.
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Para avaliar o comportamento polifasico das curvas OJIP os dados de
fluorescéncia foram normalizados em relacdo aos dados do controle de cada
morfotipo no tempo zero dos tratamentos, por apresentar curva mais definida e
permitir a visualizagdo com clareza as diferencas das fases O-J, J-I e I-P entre os
tratamentos (TSIMILLI-MICHAEL, 2008). A fluorescéncia da clorofila a foi determinada
nos dias de maxima exposicao a seca (17° dia de suspenséo hidrica) e de chuva (36°

dia de reidratacdo), para identificar presenca de curvas positivas nas bandas.

2.7 Andlise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com quatro combinacdes de tratamentos: morfotipo pequeno controle, morfotipo
médio controle, morfotipo pequeno tratado e morfotipo médio tratado, com cinco
repeticdbes. Os dados foram submetidos a analise de variancia, ANOVA (com
procedimento de medidas repetidas no tempo) respeitando o0s supostos de
normalidade e homocedasticidade. As médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste de Tukey ao um nivel de 5% de significancia (P < 0,05). Analise de
regressao foi realizada para examinar a relagéo entre gs x W, e sua significancia foi
testada usando o teste de F (P < 0,05). Os procedimentos estatisticos foram realizados
em softwares R estatistico v. 3.6.1 e o InfoStat (Versao 2018, Grupo InfoStat, FCA,
Universidade Nacional de Cérdoba, Argentina). Para o ANOVA utilizou-se o pacote do
R “agricolae” (Statistical Procedures for Agricultural Research), versdo 1.3-3.
Adicionalmente foi aplicada estatistica multivariada mediante a Analise de
Componentes Principais (PCA) para os parametros do teste OJIP, com o pacote do R

“factoextra”.

3. RESULTADOS

3.1 Potencial hidrico

As plantas controles dos dois morfotipos apresentaram valores iguais de Wup
préximo a - 0,25 MPa mantendo-se assim durante todo o experimento (Fig. 2). Aos 7
dias de seca, o Wyp do morfotipo pequeno declinou diferenciando-se do morfotipo
meédio e do controle. O Wy dos dois morfotipos declinaram acentuadamente no 12°
dia, sendo que morfotipo pequeno apresentou valores mais negativos. No 17° dia, o

Wwp dos dois morfotipos se igualaram alcangcando o valor mais baixo de - 3,0 MPa.
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Apoés 5 dias de reidratagcdo, os valores do Y., dos dois morfotipos aumentaram
rapidamente, mas ficando abaixo do controle e sem diferencas entre os dois
morfotipos. Aos 12 dias de reidratacéo, os valores do Y., dos dois morfotipos se

igualam ao do controle e assim permaneceram até o 36° dia.
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Figura 2: Potencial hidrico da antemanha (Wu,) de folhas das plantas juvenis dos morfotipos
pequeno e médio de P. echinata no controle e tratadas com suspensao hidrica (seca) seguida de
reidratacdo (chuva). As barras verticais indicam o erro padrao da média (n=5). Letras minusculas

representam diferenca estatistica entre os tratamentos e controle pelo teste de Tukey (P<0.5%).

3.2 Extravasamento de eletrdlitos

O controle dos dois morfotipos apresentaram valores semelhantes em torno de
9-10% de extravasamento de eletrélitos (EE) ao longo do experimento (Fig. 3). Sob
seca, e independentemente do morfotipo, ocorreu subito aumento do contetdido de EE
aos 12° dia e continua a aumentar até o 17° dia quando se da o0 maximo estresse
hidrico. Nesses dois dias, o contetdo de EE dos dois morfotipos néo diferiram entre
si, mas sim do controle. Na fase de reidratacdo, os valores de EE dos dois morfotipos
diminuiram rapidamente no 5° dia, igualando-se entre sim, mas ainda maior em
relacdo aos controles. A partir do 12° dia reidratados, o conteudo de EE dos dois
morfotipos continuam a declinar sem diferenciar-se dos seus controles, até o

fechamento do tratamento.
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Figura 3: Extravasamento de eletrdlitos (EE) de folhas das plantas juvenis dos morfotipos pequeno
e médio de P. echinata no controle e tratadas com suspensdo hidrica (seca) seguida de
reidratac@o (chuva). As barras verticais indicam o erro padréo da média (n=5). Letras mindsculas

representam diferenca estatistica entre os tratamentos e controle pelo teste de Tukey (P<0.5%).

3.3 Trocas gasosas

As taxas de assimilagdo do COz2 (A), condutancia estomatica (gs) e transpiracao
(E) das plantas tratadas e controle seguiram um padréo de respostas semelhantes ao
potencial hidrico (Fig. 4). O controle dos dois morfotipos apresentaram valores de A,
gs € E semelhantes, com média de 4 ymol CO2 m™2 s!; 80 mmol H20 m2? st e 1.7
mmol H20 m? s respectivamente, ao longo do experimento (Fig.4a,c,e).
Independentemente do morfotipo, as diminuicbes em %, nas plantas estressadas
causaram decréscimos acentuados em A e gs, particularmente aos 12 e 17 dias de
seca, em que ambas as variaveis foram reduzidas em cerca de 80% em relacdo as
respectivas plantas controle, com o morfotipo pequeno mostrando valores mais baixos

em relacdo ao morfotipo médio (Fig.4a,c).

Na fase de reidratacédo, os valores de A e gs das plantas tratadas dos dois
morfotipos comecam a aumentar de forma expressiva aos 5 dias, mas diferindo do
controle. A partir do dia 12 A e gs recuperaram lentamente nos dois morfotipos
tratados, embora aos 36 dias os valores permaneceram inferiores aos controles.
Porém, gs do morfotipo pequeno continuou inferior em relagdo ao morfotipo medio

tratado (Fig. 4c).
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A suspensao hidrica reduziu os valores de E nos dois morfotipos em relacao
aos seus controles. No 7° dia, os valores de E dos dois morfotipos continuam a
decrescer, e de forma mais acentuada no morfotipo pequeno. No 17° dia a E alcanca
valores muito baixos e sem diferenca entre os morfotipos em média de 0.3 mmol H20
m2? s, Na fase de reidratacdo, os valores de E aumentam expressivamente aos 5
dias e sem diferenca entre os morfotipos, porém, inferiores ao controle. Esse
comportamento se repete no 17dia. A E dos dois morfotipos reidratados continuam a
subir até o 36° dia quando seus valores se igualam aos seus controles (Fig. 4e).

A magnitude das mudancas em A e E durante o periodo de seca influenciou
diminuicdes na eficiéncia do uso da agua (A/E) particularmente no morfotipo pequeno,
que apresentou valores de A/E mais baixos que o morfotipo médio no dia 17 de
maximo estresse hidrico. No entanto, o morfotipo pequeno surpreendeu com valores
de maior eficiéncia do uso da agua em comparacdo ao morfotipo médio. A/E do
morfotipo pequeno se iguala ao seu controle no 12° dia até o fechamento do

tratamento (Fig. 4f).

A concentracdo de carbono interno (Ci) do controle dos dois morfotipos
mostraram valores médios e constantes de 210 pmol CO2 mol™ ao longo do
experimento. A seca elevou a Ci do morfotipo pequeno aos 7 e 12 dias em relacdo ao
controle e ao morfotipo médio. A Ci desse ultimo morfotipo aumentou somente aos 12
dias. Aos 5 dias da fase de reidratacdo, a Ci dos dois morfotipos declinou néo
mostrando diferencas entre os morfotipos, mas sim em relagéo ao controle. Aos 12
aos 36 dias de reidratacdo, a Ci dos dois morfotipos reidratados continuam a

decrescer igualando-se aos seus controles nesses dois dias amostrais (Fig. 4b).

A eficiéncia da carboxilac&o (A/Ci) dos controles dos dois morfotipos mostraram
uma constancia ao longo do experimento, apresentando valores médio de 0.020
[(umol CO2 m? st)(umol CO2 mol?)?] (Fig. 4d). Sob seca, a A/Ci dos dois morfotipos
comecam a declinar aos 5 dias, porém de forma mais acentuada no morfotipo
pequeno. Nesse dia amostral, a A/Ci do morfotipo médio n&o diferiu de seu controle.
No 7° e 12° dia de suspenséo hidrica a A/Ci continua a decrescer nos dois morfotipos.
Porém, com o morfotipo pequeno mostrando valores menores ao do morfotipo médio,
e desses dois diferentes de seus controles. Na fase de reidratacdo a A/Ci dos dois

morfotipos comega a se recuperar a partir do 5° dia e continua a aumentar até o 36°
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dia, mas nao alcancado os valores dos controles (Fig. 4d). Nessa fase de reidratacéo,

a A/Ci dos dois morfotipos néo se diferenciaram entre si.
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Figura 4: (A) Assimilacao liquida de CO; - A, (B) carbono interno — Ci, (C) condutancia estomatica

- gs, (D) eficiéncia da carboxilagéo - A/Ci, (E) transpiracéo — E, (F) eficiéncia do uso da agua - A/E

de folhas das plantas juvenis dos morfotipos pequeno e médio de P. echinata no controle e

tratadas com suspensao hidrica (seca) seguida de reidratacéo (chuva). As barras verticais indicam

0 erro padrdo da média (n=5). Letras minlsculas representam diferenca estatistica entre os

tratamentos e controle pelo teste de Tukey (P<0.5%).
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A sensibilidade da gs dos dois morfotipos a seca é confirmada pela correlacéo
positiva entre gs x ¥, (Fig. 5). Independente do morfotipo, se estabeleceu uma
interagdo significativa entre gs e Yyp, com uma diminui¢do curvilinea, mostrando que

decréscimos em ¥y, implica em diminuicdo da gs.
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Figura 5: Correlagéo entre a condutancia estomatica (gs) e potencial hidrico da antemanha (¥wp)
de folhas das plantas juvenis dos morfotipos pequeno e médio de P. echinata no controle e
tratadas com suspensao hidrica (seca) seguida de reidratacédo (chuva). As barras verticais indicam
0 erro padrdo da média (n=5). Letras minlsculas representam diferenca estatistica entre os
tratamentos e controle pelo teste de Tukey (P<0.5%).

3.4 Fluorescéncia transiente da clorofila a

A figura 6a apresenta as curvas OJIP da fluorescéncia transiente da clorofila a,
dos morfotipos pequeno e médio de P. echinata no final dos periodos de suspencao
hidrica (17° dia) e de reidratacdo (36° dia). Uma variacao polifasica caracteristica foi
demonstrada nas curvas com os sinais de aumento da intensidade da fluorescéncia
desde um nivel O (Fo) até um nivel maximo (Fm). Niveis intermediarios J e | bem
definidos dos controles e fase de reidratacdo demonstram que as plantas dos dois
morfotipos encontraam-se fotossinteticamente ativas. No dia de maximo estresse por
seca, observou-se uma reducao das fases FJ, FI e FP para os dois morfotipos
comparativamente com o controle e dia de reidratacdo (Fig. 6a). A fluorescéncia
variavel, indica que os dois morfotipos apresentaram aumentos de intensidade em

todas as fases da curva OJIP, em relacdo as curvas controle, tanto sob estresse
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hidrico quanto no periodo de reidratacdo (Figura 6b). Entretanto, as curvas com
amplitudes mais positivas na curva OJIP do periodo de seca, evidenciam menor
capacidade em reduzir fotoquimicamente a Quinona A (Qa) e transferir elétrons para
o lado aceptor do FSI (Fig. 6a e 6b).

As curvas se normalizaram com os controles de cada morfotipo e foram
analisadas por meio das diferencas cinéticas (AV) observadas em cada tratamento.
Assim, apresentaram-se curvas com amplitudes positivas entre as fases O-P [AVOP=
Vop (tratamento) — VOP (controle) | d0S dois morfotipos, tanto no dia 17 de suspensao hidrico,
guanto no dia 36° de reidratacdo (Fig. 6¢). A maior amplitude de curvas positivas foi
obtida no periodo da seca, com o morfotipo médio apresentando valores 0,20 e 0
morfotipo pequeno, proximo a 0,27, diminuindo essa diferencia no decorrer da
reidratac@o. Porém, ainda maiores do que os controles (Fig. 6c).

As diferencas cinéticas entre as fases OK para encontrar a banda L e OJ para
banda K, foram expressos como [AVOK= Vok (tratamento) - Vok (Controle)] € [AVOJ= Vos
(Tratamento) - VOJ (Controle)]. OS resultados mostraram curvas positivas nos dois tratamentos,
para os dois morfotipos (Fig. 6d). Sob estresse hidrico os valores da banda L dos dois
morfotipos aumentaram em média de 7% em relacdo ao controle, evidenciando
desconectividade entre as subunidades do FSIl. No 36° dia de reidratacéo, os valores
da banda L mostraram tendéncia de declinio nos dois morfotipos. Porém, de forma

mais acentuado no morfotipo médio, com valores aproximando do controle (Fig. 6d).

A banda K positiva sugere inativagcdo dos complexos de evolugdo do oxigénio
(CEO), com os valores maximos da banda K sob estresse hidrico (17° dia)
aumentando 6% e 8% para morfotipo médio e pequeno, respectivamente, em relacao
ao controle. Na fase de reidratacdo (36° dia) apresentou-se uma diminuicdo dos
valores da banda K sendo proximos de 0.04 em relacdo ao controle dos dois

morfotipos (Fig. 6e).

A normalizacdo de VIP expressa como a diferenca cinética [AVIP = Vp (tratamento)
—Vip (controle)] fOi representada em uma escala logaritmica entre 30 e 300 ms. Se
apresentam valores da amplitude de curvas mais negativa no morfotipo pequeno com
(-0,05 e -0.15) aos 17° dia de seca e 36° dia de reidratacdo, respectivamente. A
diferencia do morfotipo médio que apresentou valores igual ao controle aos 17° dias

de seca e curva negativa menos acentuada (-0.05) no dia 36° de reidratagao (Fig. 6f).
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Figura 6: (A) Intensidade da fluorescéncia transiente da clorofila a (B) Fluorescéncia variavel
relativa - VOP = (Ft-FO)/(Fm-F0), (C) Diferenca cinética entre os pontos OP [AVOP =
(VOP(Tratamento ) - VOP(Controle)], (D) banda L [AVOK = VOK(Tratamento) — VOK(Controle)],
(E) banda K [AVOJ = VOJ(Tratamento) — VOJ(Controle)], (F) Fase VIP expresso como [AVIP =
VIP (tratamento) -VIP (controle)], de folhas adaptadas ao escuro das plantas juvenis dos
morfotipos pequeno e médio de P. echinata, no 17° dia de suspensao hidrica e 36° de reidratacao

em relacéo ao dia zero dos controles de cada morfotipo. Escala de tempo logaritmica (n=10).



Dim2 (19.9%)

69

A partir das intensidades da fluorescéncia transiente da clorofila a, foram
calculados os parametros estabelecidos pelo Teste JIP (Fig. 7 e 8). Esses parametros
fornecem informacdes estruturais e funcionais dos FSIl e FSI, e permitem quantificar
o desempenho dos componentes da cadeia transportadora de elétrons. Para definir
quais parametros fotoquimicos (Tabela 1) melhor explicaram as diferencas e
semelhancas entre as condi¢cfes analisadas, os dados foram submetidos a analise de
componente principal (PCA). Esse tipo de estatistica multivariada permitiu distinguir
0s pontos avaliados de seca e reidratacéo (Fig. 7). Quanto mais proximos o0s pontos,

maiores as semelhancas entre eles e quanto mais distantes, maiores as diferencas.
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Figura 7: Andlise multivariada de componente principal (PCA) das variaveis relativas a cada
parametro do teste JIP em folhas de plantas juvenis dos morfotipos pequeno e médio de P.
echinata tratadas com suspenséo hidrica (seca) seguida de reidratacdo (chuva). (A) distribuicdo
das variaveis agrupadas por tempo de analise, (B) Demonstracédo da representatividade de cada

variavel. Significado dos parametros fotoquimicos descritos na Tabela 1.

Observou-se que a proporcao de variancia dos componentes do PCA (Dim1) e
(Dim2) apresentam um 66.9% e 19.9% respectivamente (Figura 7). Com uma
propor¢cdo acumulativa entre as duas componentes de 86.9%, demostrando
representatividade na correlacdo das variaveis e no agrupamento dos tempos
avaliados. As variaveis dos parametros fotoquimicos quando analisadas por PCA,
com os tratamentos com suspensdo hidrica e reidratacdo dos dois morfotipos,

apresentam agrupamento dos pontos de maximo estresse hidrico dia 17 para os dois
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morfotipos (circulo laranja) (Fig. 7a). Esses pontos sdo explicados pela maior
contribuicdo e correlacdo com as variaveis de dissipacdo de energia (Dlo) e energia
de absorcao por centro de reacéo (ABS/RC). Apresentando correlagdo negativa com
os fluxos de elétrons transferidos, os rendimentos quéanticos e indices de performance
(PI) (Fig. 7b).

Uma vez identificados na PCA os parametros fotoquimicos que apresentaram
maior contribuicdo na explicacdo das condicbes analisadas, observou-se que sob
simulagdo de seca ocorreu diminuicdo da fluorescéncia méxima (Fwv), aumento do
fluxo de energia de absorcédo por centro de reacdo ativo (ABS/RC) e aumento da
energia dissipada (DIlo/RC) nos dois morfotipos. Os dois Ultimos parametros
apresentaram maiores valores no morfotipo médio (Fig. 8a,b). O morfotipo pequeno
mostrou declinio mais acentuado no fluxo de elétrons transferidos por centro de
reagao ativo (ETo/RC), causando danos na eficiéncia com que um éxciton capturado
movimenta um elétron da Qa para Qs (YEo) (Fig. 8a). No morfotipo médio, embora o
ETo/RC nédo tenha se diferenciado do controle, esse resultado refletiu na leve

diminuicéo da wEo (Fig. 8b).

Sob seca, o rendimento quantico maximo (¢Po) das reacbes de 6xido-reducao
no FSII diminuiu levemente nos dois morfotipos. O rendimento quantico para a
reducado de receptores de elétrons no lado FSI (¢Ro) diminuiu no morfotipo médio e
de forma mais acentuada no morfotipo pequeno sob seca. Isso devido a uma queda
abrupta do fluxo de elétrons transferido por centro de reacao ativo ao lado aceitador
de FSI (REo/RC) no morfotipo pequeno na seca. Essas respostas apresentadas pelo
dois morfotipos sob seca refletiu em um decréscimo significativo no indice de
desempenho da atividade funcional do FSIlI (Plass) e no indice de desempenho de
toda cadeia de transporte de elétrons (PlrotaL). Esse Ultimo pardmetro mostrou queda

mais acentuada no morfotipo pequeno (Fig. 8).

No 36° dia de reidratagdo, o morfotipo médio apresentou valores superiores de
ABS/RC e DIo/RC em relacdo ao controle e ao morfotipo pequeno. No morfotipo
meédio, embora a maioria dos parametros mostraram falta de diferenca com controle,
0s parametros Plass e PlroraL mostraram-se inferiores ao controle (Fig. 8b). O
morfotipo pequeno no periodo de reidratacdo (36°dia) continuou com valores baixos
de REo/RC e ¢Ro, refletindo em danos no PlroraL. Os outros parametros do morfotipo

pequeno se igualaram ao controle com leve melhoria no Plass (Fig. 8a).
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Figura 8: Parametros derivados do Teste JIP dos transientes de fluorescéncia da clorofila a, de
folhas adaptadas no escuro de plantas juvenis dos morfotipos pequeno (A) e médio (B) de P.
echinata, no 17° dia de suspensao hidrica e 36° de reidratacdo. Todos os parametros foram
normalizados em relacdo aos valores do dia zero dos controles (0% = 1.0). (*) difere

estatisticamente entre os tratamentos pelo teste Tukey (a=0.05).
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4. DISCUSSAO

O déficit hidrico afetou a fotossintese dos dois morfotipos, e de forma mais
intensa no morfotipo pequeno, validando a hipétese de que o morfotipo médio de P.
echinata € mais tolerante a seca do que o morfotipo pequeno. Essa diferenca
intraespecifica, nas respostas fotossintéticas, parece ter relagdo com o0s habitos
ecologicos dos morfotipos de P. echinata. O morfotipo pequeno tolerante a sombra,
por estar adaptado a ambiente mais Uumido e fresco, parece ser mais sensivel ao
estresse hidrico como ficou constatado com o abrupto declinio das trocas gasosas e
maior emissdo da fluorescéncia da clorofila a. Por outro lado, o habito heli6filo do
morfotipo médio, bem adaptado a ambientes mais secos e quentes, refletiu no declinio
menos acentuado de suas trocas gasosas e menores valores de intensidades na

fluorescéncia da clorofila a quando submetido ao déficit hidrico.

Com a reidratacdo apds a suspensao de agua, os dois morfotipos mostraram
diferencas na eficiéncia de recuperagcdo das trocas gasosas e dos fotodanos na
fluorescéncia da clorofila a. Alguns parametros das trocas gasosas (Figura 4) e da
fluorescéncia (Figura 8) evidenciaram melhor recuperacéo dos danos do déficit hidrico
em plantas do morfotipo médio. Esses resultados confirmam informac¢des de que
plantas tolerantes a sol e sombra respondem de forma diferenciada ao déficit hidrico
permitindo que escapem e/ou se ajustem a condi¢cdes ambientais desfavoraveis ao
crescimento (LAMAQUI et al., 2018).

A intensificacdo do déficit hidrico pode provocar a desidratacéo do protoplasma
(PELOSO et al., 2017), causando disturbios na estrutura das membranas celulares
indicado pelo aumento de extravasamento de eletrolitos (HATSUGAI; KATAGIRI,
2018). Como constatado no presente estudo, a imposicdo do déficit hidrico causou
reducdo no Wy, foliar dos dois morfotipos de P. echinata. Porém, o morfotipo pequeno
mostrou maior sensibilidade ao mostrar decréscimo mais rapido de Y, em relacao
ao morfotipo médio. Os valores de Y, proximo a -3,0 Mpa no 17° dia de méaximo
estresse de déficit hidrico, intensificou o EE, indicando quando o extravasamento dos
eletrdlitos no final do periodo de seca aumentou em 65% no morfotipo pequeno e 45%

no morfotipo meédio, em relagdo ao controle.

O declinio do potencial hidrico e 0 aumento do extravasamento de eletrélitos

refletiu, inibindo as respostas das trocas gasosas e promovendo a fluorescéncia da
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clorofila a. Resultados similares foram encontrados por Vinco (2016) num estudo com
espécies helidfilas (tolerantes ao sol) Cecropia hololeuca e Pachira aquatica e
espécies tolerantes a sombra Triplaris americana e Cordia trichotoma, o estresse
causado pelo déficit hidrico elevou o EE em folhas dessas arbéreas da Mata Atlantica,

na fase inicial de crescimento.

O rapido decréscimo da gs dos dois morfotipos durante a suspenséo hidrica,
sugere uma resposta preventiva no sentido de controlar a perda de agua dos tecidos
foliares. A diminui¢do precoce da gs e da E com o avanco do déficit hidrico no solo,
permite a conservacao da agua no solo. Essa estratégia € manifestada por algumas
plantas, no sentido de manter as atividades fisiol6gicas na normalidade, quando o
déficit hidrico continua a aumentar (SINCLAIR et al., 2018).

A sensibilidade da gs a seca ficou evidenciada pela relacéo curvilinea positiva
entre gs x Wwp, Nos dois morfotipos, mostrando a forte influéncia das relagées hidricas
no movimento dos estébmatos. Isso sugere que diminuicdes da gs provavelmente seria
mediada pelo mecanismo de feedback hidraulico (Jones 1998 apud SILVA, 2017).
Esse mecanismo consiste na sintese do fitoh6rmonio &cido abscisico (ABA) pelas
raizes em resposta a perda de agua do solo, seguido de seu transporte pelo xilema
até as folhas, onde promovem o fechamento dos estématos. O ABA nas folhas, ativa
0s canais especializados de efluxo ibnico de K+ na membrana plasmética das células-
guarda dos estdbmatos, provocando o efluxo de ions K+ para as células subsidiarias,
culminando no murchamento das células-guardas (ANJUM et al., 2011; LAMAOUI et
al., 2018). O fechamento dos estdmatos sob restricdo hidrica consiste numa estratégia
de controlar a perda de agua por transpiracdo. No entanto, o fechamento estomatico
acaba afetando a assimilacdo do CO: pela folha, refletindo na inibicdo da fotossintese
(MARTINS et al., 2011; LAMAOUI et al., 2018; Yl et al., 2018).

Os resultados do presente estudo mostraram que o déficit hidrico severo afetou
a fotossintese dos dois morfotipos, evidenciado pelo declinio das trocas gasosas,
sobretudo, a assimilagéo de CO2. Porém, de forma mais intensa no morfotipo tolerante
a sombra. Isso pode ser devido as propriedades morfolégicas de suas folhas incluindo
maior area foliar especifica (AFE) ou limbo mais fino caracteristico de plantas
tolerantes a sombra (TAIZ et al., 2017). Gama (2017), num estudo com tratamentos a
pleno sol e sombra nos mesmos morfotipos deste estudo, mostrou diferencas

estatisticas de area foliar total (AFT) entre os morfotipos tolerantes a sol e sombra.
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Em plantas tolerantes ao pleno sol ao exibirem menor AFE ou maior espessura
do limbo foliar, podem apresentar maior eficiéncia do uso da agua (A/E) sob maior
irradiancia (ROSSATO e KOLB, 2010). Nesse aspecto, a A/E consiste em uma das
varidveis fisioldgicas importantes na resposta das plantas aos desequilibrios
osmoticos (LAMAOUI et al., 2018). De acordo Taiz et al. (2017), essa variavel das
trocas gasosas pode diminuir sob estresse hidrico, devido a diminuicdo da gs, sendo
um mecanismo de defesa que as plantas apresentam contra as perdas exageradas
de &gua e eventual morte por dessecacdo. Sob estresse hidrico severo, a
desidratacdo de células do mesofilo inibe a fotossintese (TAIZ et al., 2017). No
entanto, o morfotipo médio apresentou-se como mais tolerante a seca, com valores
maiores de A/E em relacdo ao morfotipo pequeno. Assim, plantas tolerantes a seca,
com maior A/E podem apresentar melhor desempenho fotossintético sob déficit
hidrico (SILVA et at., 2017; PFLUG et al., 2018).

Na fase de reidratacdo, a capacidade fotossintética dos dois morfotipos foram
recuperadas de forma gradativa até se aproximar do controle. Ndo obstante com
valores inferiores de A, gs e E em cada ponto avaliado da reidratacdo, em relacdo a
seu controle. Provavelmente, o tempo de reidratacdo, ndo foi suficiente para a
completa recuperacdo dessas variaveis das trocas gasosas. De qualquer modo,
espécies arboreas submetidas ao estresse hidrico severo podem apresentar
recuperacao da taxa fotossintética (A) entre 40 a 60% apoés a reidratacao (SOUZA et
al., 2004; FLEXAS et al., 2006). A recuperacdo da fotossintese de plantas sob
estresse, portanto, € um processo com variacfes interespecificas e dependente da
velocidade e do nivel de recuperacao do aparato fotossintético das espécies (FLEXAS
et al., 2006; TAIZ et al., 2017).

Quanto a A/E na fase de reidratacédo, o morfotipo pequeno apresentou no 12°
dia maior valor proporcionado pela menor E requerida para o resfriamento da
superficie foliar. Esse resultado do morfotipo pequeno na reidratacdo pode ser
atribuido a menor area foliar de seus folidlulos (Gama, 2017) que deve exigir menor
necessidade em perder agua para resfriar a menor area de seus foli6lulos em relagéo
ao morfotipo médio. Em plantas reidratadas, a transpiracéo representa a maneira mais
eficaz do resfriamento foliar (CHAVES et al., 2016).

As diminuigbes da A e gs induziram aumento da Ci nos dois morfotipos sob

déficit hidrico. Porém, de forma mais intensa no morfotipo pequeno. Isso pode ter
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causado declinio nas concentragdes de CO2 no sitio ativo da Rubisco, com reducdes
nas taxas fotossintéticas (PELOSO et al., 2017), sugerindo que sob seca, a
fotossintese nos dois morfotipos foi limitada também por fatores bioquimicos, além da
queda da atividade fotoquimica e da limitagdo estomética ja relatada. Sob déficit
hidrico reducbes das taxas fotossintéticas podem ocorrer devido a inibicdo de
processos metabdlicos especificos como, por exemplo, a fotofosforilacdo, a
capacidade de regeneracao da ribulose 1,5-bisfosfato (RuBP) e reducéo de atividade
da ribulose 1,5 bifosfato carboxilase oxigenase (Rubisco) e de outras enzimas

envolvidas no ciclo de Calvin (TAIZ et al., 2017).

A fotossintese é um dos principais drenos de elétrons nos cloroplastos, e as
reducdes nas taxas fotossintéticas mostradas no presente estudo dos dois morfotipos
sob déficit hidrico, possivelmente ocasionou geragcao de ERO’s causadoras de danos
celulares tais como a oxidacao de lipideos, proteinas e acidos nucléicos, o qué, em
altima instancia, pode causar a morte do tecido vegetal (TAIZ et al., 2017). Portanto,
as plantas dos dois morfotipos sob seca tenderam a absorver uma quantidade de
energia maior do que foram capazes de utilizar. Essas informagdes foram constatadas
através das alteracdes na fluorescéncia da clorofila a, que podem mostrar a auséncia
ou a presenca de danos no processo fotossintético (STRASSER et al., 2010). O
desequilibrio energético gerado pelo estresse hidrico nos fotossistemas FSI e FSlI,

levou a diminuicdo da eficiéncia fotoquimica das plantas (Anjum et al 2011).

Com o aumento da cinética de fluorescéncia da clorofila a, que mostra uma
sequéncia de fases a partir do valor inicial (Fo) até o valor maximo (P = Fm) conhecidas
como fases OJIP (CHEN et al., 2016), pode-se constatar no presente estudo, que 0s
dois morfotipos submetidos a suspensao hidrica seguido de reidratacao, sofreram
alteracbes na eficiéncia fotoquimica com consequéncias na queda da etapa

bioguimica da fotossintese, apresentando diferencas intraespecificas.

A analise do AVOP corresponde aos eventos fotoquimicos primarios da
fotossintese do lado aceitador do FSII. Dessa forma, a maior amplitude positiva de
AVOP ocorreu no morfotipo pequeno, sugerindo sua menor atividade fotoquimica no
lado aceitador do FSII sob seca. Provavelmente, as reagdes rotativas de oxirreducao
da Qa nas etapas iniciais do processo fotoquimico ndo estavam ocorrendo de forma

satisfatoria, sendo entdo comprometidas pela seca onde deve ter instalado uma
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desconectividade intersistémica e menor capacidade de transferéncia de elétrons para
o lado aceptor do FSI (STRASSER et al., 2010).

Sob estresse hidrico os dois morfotipos apresentaram curvas com amplitudes
positivas nas bandas L e K, sendo que o morfotipo médio tolerante ao sol apresentou
0s menores valores. A banda K, indica inativacao dos centros de evolucao de oxigénio
(CEO), sugerindo reducéo da transferéncia de elétrons para P680 (YUSUF et al.,
2010). A banda L indica uma menor conectividade energética entre as unidades do
FSIl. Esses resultados sugerem que o morfotipo pequeno apresentou menor
estabilidade do sistema e/ou reducado de centros de reacao ativos associados ao FSlI
(SHARMA et al., 2014).

Os aspectos estruturais e funcionais do FSIl sdo afetados por condi¢gbes
ambientais adversas, neste caso a seca. De acordo com Dos Santos et al. (2013), a
susceptibilidade das espécies a seca é devida a degeneracao da proteina D1 causado
pelo fotodano. A recuperacdo dessa estrutura exige um continuo gasto energético
(KALAJI et al., 2017). Dessa forma, o maior fotodano no morfotipo pequeno sob
estresse hidrico severo pode ter acarretado degradacao da proteina D1 e liberacao
de ions de magnésio e célcio ligadas as proteinas dos fotossistemas (LAMAQOUI et al.,
2018; Yl et al., 2018). A proteina D1, parte do centro de reacdo do FSII, é facilmente
danificada por excesso de luz, portanto, deve ser removida da membrana e sintetizada
novamente (ARAUJO; DEMINICIS, 2009; LAMAOUI et al., 2018; Yl et al., 2018).

Na reidratagéo, os valores da banda K e L, mostraram tendéncia de decréscimo
nos dois morfotipos comparados aos valores quando submetidos a seca. Porém, de
forma mais acentuada no morfotipo médio, mesmo apresentando curvas mais
positivas do que o controle. Este resultado denota que o morfotipo médio manteve
melhor utilizacdo da energia de excitacdo e maior estabilidade do sistema quando
submetido a seca (STRASSER et al., 2010). Além disso, segundo De Ronde et al.
(2004), as amplitudes positivas da banda K também podem indicar ativagcdo de algum

mecanismo de defesa.

A fase IP reflete a dupla reducéo da plastocianina (PC)* e de P700* no FSI
(SILVA et al., 2011). A diferenga cinética encontrada entre esses pontos evidencia a
banda G, expressa como a diferenca cinética AVIP. Com essas informacdes e
baseado nos resultados obtidos, sob suspenséo hidrica os dois morfotipos nao

apresentaram curvas positivas. Entretanto, o morfotipo médio apresentou valores



77

similares aos do controle e curva negativa menos acentuada que o morfotipo pequeno
na reidratacdo. Esses resultados sugerem que o morfotipo médio apresentou

fotoprotecao do FSI, possivelmente através do transporte de elétrons ciclicos (TEC).

O TEC provavelmente compense a perda da capacidade de reducdo do FSI,
gerando ATP extra (WANG et al., 2016). A ativacdo do TEC pode aumentar a
dissipacdo de energia nao fotoquimica e ser uma resposta fotoprotetora comum a
vérios fatores de estresse, impedindo a formacdo de ERO’s em plantas submetidas
déficit hidrico (ZHANG et al., 2011: WANG et al., 2016; BRAGA, 2018), e segundo
nossos resultados, as plantas de sol provavelmente possuem maior fotoprotecao do
FSI do que as plantas de sombra. Nao obstante, alguns elétrons ndo reduzem NADP+
para formar ATP e podem ser transferidos para o oxigénio molecular através da
Reacdo de Mehler, resultando na formacédo de ERO’s (YI et al., 2018). Fato que se
evidencia neste estudo, ao encontrar valores elevados de EE nos dois morfotipos no

ponto de maximo estrese hidrico.

Por outro lado, os parametros do teste JIP confirmam os resultados das curvas
de inducao da fluorescéncia da clorofila a dos morfotipos sob seca, mostrando que os
dois morfotipos apesentaram danos fotoinibitérios que afetaram tanto o indice de
desempenho do FSIlI (Plass) quanto o indice de desempenho de toda a cadeia de
transporte de elétrons (PlrotaL). O Plass € 0 produto de trés parametros do Teste JIP:
¢Po, WEo e YRC. Um desbalanco em qualquer destes parametros pode ocasionar
maior ou menor indice de desempenho do FSII. Dessa forma, sob seca, a eficiéncia
das reacOes fotoquimicas apos a redugédo de Qa- (WEo) foi o parametro que mais
contribuiu para que os dois morfotipos apresentassem reducdo na eficiéncia
fotoquimica do FSII (Plass) e de forma mais acentuada no morfotipo pequeno. Porém,
na reidratagao os valores de WEo nos dois morfotipos igualaram aos seus controles.
Resultados similares foram encontrados por Farias et al. (2017) trabalhando com
Mangifera indica L., donde o @P0 e WEO evidenciaram alteracbes no desempenho
fotossintético do FSII provocadas por alta temperatura, indicando alta sensibilidade

desses parametros ao estresse térmico.

Segundo Stirbet et al. (2014), a partir das alteracdes do Plass € possivel
classificar populacdes vegetais, com base em seus niveis de tolerdncia ao estresse
ambiental, mostrando-se um bom indicador de vitalidade das plantas. Em nosso caso,

os dois morfotipos apresentaram reducdo no Plass e leve melhora no momento da
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reidratacdo, corroborando os resultados das trocas gasosas com melhora gradativa
das fotossinteses nos dois morfotipos. Além disso, danos no FSI sdo menos comuns
do que no FSIl (STRASSER et al., 2010). Segundo Chen et al. (2016), 0 Pltota mede
o desempenho fotoquimico das plantas desde os fétons absorvidos pelo FSIl até a
reducao dos aceptores finais do FSI e tem sido considerado o parametro mais sensivel
do teste JIP. Dessa forma, nossos resultados demostram que sob seca o FSI dos dois
morfotipos foram comprometidos, com maior intensidade no morfotipo pequeno,
sendo sinal de que a eficiéncia das reacdes fotoquimicas da fotossintese foi
severamente afetada (CHEN et al., 2016).

Os baixos valores do PlrotaL sob seca, foram influenciados pelos baixos valores
do fluxo de elétrons transferido por centro de reacao ativo ao lado aceitador de FSI
(REO/RC) no morfotipo pequeno, sendo a sua diminuicdo mais leve no morfotipo
médio. Outro parametro que afetou o Pltorac foi 0 rendimento quantico para a redugéo
de receptores de elétrons no lado FSI ($§Ro) dos dois morfotipos. No entanto, o
morfotipo pequeno apresentou menor rendimento sob seca. Na fase de reidratagéo o
morfotipo médio recuperou totalmente os parametros $Ro e REO/RC. Mas nado o
PlrotaL que ndo atingiu os valores do controle. Os valores de $Ro e REO/RC do

morfotipo pequeno no periodo de reidratacdo permaneceram abaixo do controle.

Sob seca, o fluxo de energia de absorcao por centro de reacao ativo (ABS/RC)
e da energia dissipada (DIlo/RC) aumentou nos dois morfotipos. ABS/RC indica que
houve um incremento na proporcao da quantidade de moléculas de clorofila a nos
complexos de antenas emissoras de fluorescéncia da clorofila a e os centros de
reacao ativos (GOLTSEV et al., 2016), nosso caso sem diferenca entre os dois
morfotipos sob seca. No periodo de reidratacdo segundo os valores de ABS/RC, a
quantidade de clorofila a por centros de reacdo diminuiu nos dois morfotipos em
relacdo ao controle. No entanto, se manteve mais alto no morfotipo médio. O
parametro DIO/RC indica que os dois morfotipos submetidos a seca dissiparam
energia como calor, fluorescéncia ou transferéncia de energia para FSI (GOLTSEV et
al., 2016). Assim, o morfotipo médio no periodo de reidratacdo continuou dissipando
mais energia total que o morfotipo pequeno, este ultimo igualou os valores do controle.
O DIo/RC néo pode ser caracterizado como dano, mas sim como um mecanismo de
protecdo que permite a dissipacdo do excesso de energia e a manutencao do FSI
(GASPARINI, 2015). Farias et al. (2017) destacaram a importancia do indice de
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dissipagéo de energia (Dio/RC) para atenuar os danos nos fotossistemas por estresse
térmico, por falta de resfriamento, evidenciando um mecanismo fotoprotetor a
fotoinibicdo da fotossintese, podendo ser considerado um potencial marcador
fisiologico (KALAJI et al., 2017).

5. CONCLUSOES

As plantas dos dois morfotipos de P. echinata cultivadas sob déficit hidrico
apresentaram reducéo de A associados a menores taxas de gs e E, e aumento de Ci,
indicando menos substrato para Rubisco e menor carboxilagdo. Também,
constatamos aumento da fluorescéncia da clorofila a, indicando uma diminuicdo da
taxa de transporte de elétrons e do aproveitamento da energia luminosa para a sintese
de ATP e NADPH no aparato fotossintético, sendo o morfotipo pequeno mais
comprometido no seu desempenho fotossintético. No periodo de reidratacdo, a
capacidade fotossintética dos dois morfotipos se recuperou e de forma progressiva.

Porém sem conseguir 100% da recuperacao dos danos causados pelo déficit hidrico.

O aparelho fotossintético do morfotipo médio tolerante ao sol mostrou menores
amplitudes das curvas positivas nas analises OJIP, e com maior fotoprotecéo atravées
do transporte de elétrons ciclicos (TEC). Essa informacéo é confirmada pela maior
dissipacdo de energia (DIO/RC), maior fluxo de elétrons transferido por centro de
reacao ativo ao lado aceitador de FSI (REo/RC), maior reducéo de receptores de
elétrons no lado FSI (§Ro), com menores declinios do PlrotaL ha seca e com aumento
dessas variaveis na reidratacdo em comparacdo ao morfotipo pequeno. Esses
resultados sugerem que o morfotipo médio possui maior fotoprotecdo do FSI em
relacdo ao morfotipo pequeno quando expostos ao déficit hidrico. O morfotipo
pequeno sob seca foi mais afetado nos parametros REO/RC e ¢Ro que influenciaram

0s danos no PirotaL, com baixa recuperagao no momento da reidratagao.

Contudo, essas respostas fotossintéticas mostram diferencas intraespecificas
com o morfotipo médio detendo melhor performance das trocas gasosas e sofrendo
menor dano no transporte de elétrons em relacdo ao morfotipo pequeno, sob
simulacdo de seca. Se a seca das mudancas climaticas nas regides de dominio da
Mata Atlantica se instalarem nas proximas décadas, e considerando que o morfotipo

pequeno € o que tem a distribuicdo mais ampla, possivelmente no estabelecimento



80

inicial a limitacdo da fotossintese causada pela seca poderia levar a reducéo ou
alteracdo na distribuicdo natural do morfotipo pequeno e por sua vez reducdo nas
populacdes naturais de Paubrasilia echinata. Embora, no presente estudo, ndo se

constatou mortandade até o maximo de estresse hidrico imposto aos 17° dias.
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RESUMO

As plantas possuem uma série de mecanismos fisiologicos e bioquimicos para
minimizar o efeito da seca. E conhecido o ajuste da concentra¢do de carboidratos n&o
estruturais (acucares e amido), mas sem levar em considerac&o o habito com relacao
a luminosidade (espécies tolerantes sombra e tolerantes ao pleno sol). Como modelo
de investigacao utilizamos o morfotipo tolerante a sombra e o morfotipo tolerante ao
pleno sol de P. echinata. Plantas juvenis dos morfotipos foram submetidas a
simulacdo de seca, com suspensdo de agua, seguido de simulacdo de chuva,
reidratacéo. Foi determinada a alocag&o de carboidrato estrutural, ndo estrutural e
lignina em folhas, caule e raiz das plantas dos dois morfotipos. As dinamicas nas
concentracbes de carbono durante o avanco do estresse hidrico aconteceram de
forma diferenciada entre os morfotipos, e de acordo com o 6rgao vegetativo (folha,
caule, raiz). O morfotipo tolerante a sombra apresentou respostas imediatas ao
aumento do estresse hidrico elevando os teores de acucares soltveis (mono-, di-, tri-
e oligossacarideos), hemiceluloses e lignina em todos os 6rgaos vegetativos, com
maior deplecdo do amido nos érgdos aéreos (folha e caule) sobre seca severa. O
morfotipo tolerante ao sol, sobre seca severa, também sofreu deplecdo do amido em
todos os 6rgdos vegetativos, sendo mais intenso em raiz. Porém, aumentou 0s seus
teores de acUcares soluveis na planta inteira, além de aumentar lignina e
hemiceluloses com concentragbes superiores que o morfotipo tolerante a sombra.
Concluimos que os habitos dos morfotipos refletiram nas suas estratégias fisioldégicas

para ajustar a alocacdo dos carboidratos na tolerancia a seca.

Palavras-chave: Carboidratos ¢ Polimeros de parede celular * Disponibilidade hidrica

* Tolerancia a seca.
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1. INTRODUCAO

Os cenérios de mudanca climatica preveem que a intensidade e frequéncia da
seca aumentara ainda mais nas proximas décadas (IPCC, 2014). A seca € um dos
fatores abidticos de maior impacto, devido ao efeito que desempenha no crescimento
e desenvolvimento vegetal (GRAY et al., 2016). Considerando as previsbes de
reducdo das precipitacdes para a regido nordeste brasileira com perspectivas de
alcancar a regido sudeste (Painel Brasileiro de Mudancas Climéticas-PBMC, 2014),
presume-se que havera uma ampla gama de sensibilidades de respostas fisioloégicas
ao estresse hidrico em nivel interespecifico e intraespecifico em espécies da Mata
Atlantica (GRAY et al., 2016).

O desempenho das espécies sob seca pode ser influenciado pelo local onde
as plantas crescem na floresta, seja no sub-bosque como espécies tolerantes a
sombra ou tolerantes a pleno sol. A tolerédncia das plantas as variagbes na
disponibilidade dos fatores ambientais limitantes determina, em parte, a composi¢céo
e distribuicdo das espécies (AMISSAH et al., 2015). Plantas que crescem na sombra
normalmente investem em carbono acima do solo (folhas e caule) e geram folhas finas
e maiores para otimizar a captura de luz. Plantas sob pleno sol alocam relativamente
menos carbono em folhas e alocam mais em raizes no sentido de capturar mais agua
e nutrientes para atender as demandas das altas taxas de transpiracdo (AMISSAH et
al., 2015: OSNAS, 2018).

Entender como as plantas de sombra e de sol da Mata Atlantica responderao a
seca severa seguida de um periodo de chuvas € um assunto de interesse
ecofisiolégico para o manejo florestal. O pau-brasil [Paubrasilia echinata (Lam)
Gagnon, H.C.Lima & G.P.Lewis], nativa da Mata Atlantica (LIMA, 2013), € uma
arbérea tropical que possui trés morfotipos divergentes quanto ao tamanho da folha e
habito ecoldgico em relacéo a luminosidade. O morfotipo folha pequena € tolerante a
sombra enquanto os morfotipos folha média e folha grande séo tolerantes ao sol
(GAMA, 2017). Essa distingdo ecoldgica intraespecifica dos morfotipos de P. echinata
e singular em florestas tropicais umidas, e ideais para investigacdes de efeitos de
fatores ambientais em plantas tolerantes a sombra e tolerantes ao pleno sol, por

eliminar as divergéncias taxondmicas interespecificas.
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Sabe-se que, as plantas possuem uma série de mecanismos de escape dos
efeitos nocivos da seca e sdo capazes de desenvolver estratégias adaptativas ou
apresentar plasticidade fenotipica (VALLADARES et al., 2014) em niveis
morfologicos, fisiologico e bioquimico (LE GALL et al., 2015). A mortalidade de
espécies vulneraveis a seca pode ocorrer por deficiéncia hidraulica ou por limitacdes
prolongadas na assimilacéo do carbono (JIN et al., 2018). Algumas espécies podem
entrar em extingdo ou migrar para outras regides do planeta com condi¢cdes mais
Otimas para seu desenvolvimento (VALLADARES et al., 2014).

O impacto potencial da seca no balanco de carbono em plantas tem recebido
grande atencdo (MARTINEZ-VILALTA et al., 2016; HE et al., 2020; SIGNORI-
MULLER, 2021). A dinamica dos carboidratos é sugerida como uma caracteristica
importante no ajuste do balanco de carbono (fotossintese e respiragdo) em condicdes
de seca. As plantas dependem tanto do carbono recém-assimilado quanto das
reservas armazenadas de compostos ricos em carbono para o crescimento e outras
funcdes fisioldgicas, como respiracdo, regulacdo osmoética e defesa (MARTINEZ-
VILALTA et al., 2016).

hY

A reducdo na assimilacdo de carbono em resposta a seca se deve ao
fechamento estomético, que pode levar as plantas a um balanco de carbono negativo,
gue dependendo da duracdo do estresse hidrico, pode resultar em morte da planta.
Um declinio prolongado nos teores de carboidratos pode afetar a sobrevivéncia das
plantas em condi¢bes de seca (DIETZE et al., 2014). Diante de uma seca severa,
algumas espécies tolerantes podem limitar fortemente seu crescimento cambial. Isso
sugere que reajustes e alocacao dos carboidratos entre fonte-dreno estdo ocorrendo
em resposta a falta de agua, e essa estratégia pode contribuir para o aumento da
sobrevivéncia das arvores (CHUSTE et al., 2020).

A alocagcdo de carbono nas plantas ocorre principalmente na forma de
carboidratos estruturais (celulose e hemicelulose) e ndo estruturais (aglcares soluveis
e amido). A composi¢cdo quimica dos carboidratos varia e a concentragdo desses
compostos sao diferentes entre espécies, 0rgaos, tecidos e células. Os carboidratos
nao estruturais podem variar ao longo do dia, e nas diferentes esta¢cbes do ano, de
acordo com as fases do desenvolvimento (SOUZA et al., 2005). A biomassa
lignoceluldsica é composta por polissacarideos estruturais (celulose, hemicelulose),

incorporados a uma matriz constituida de pectina, proteinas estruturais e, dependendo
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do tecido/6rgao, de lignina (LE GALL et al., 2015). Os polimeros estruturais sédo os
principais constituintes da parede celular vegetal (~90%), particionados em celulose
(35-50%), hemiceluloses (15-35%), lignina (15—-35%) e pectinas (<10%) (CARPITA,
MCCANN, 2000; WILDHAGEN et al. 2018).

O polissacarideo vegetal mais abundante é a celulose, e representa cerca de
30 % da massa seca de paredes primarias, e até 60 % de massa seca de paredes
secundérias (MEENTS, 2018). A celulose quando hidrolisada por acidos ou enzimas,
produz mondmeros de glicose. Esse polimero de glicose funciona como sinalizador,
facilitando o reconhecimento entre células, armazena compostos de reserva e
moléculas reguladoras que controlam variados processos fisioldgicos celulares e

mecanismos de protecdo contra microrganismos (BUCKERIDGE et al., 2008).

As hemiceluloses consistem em uma familia de polissacarideos heterogéneos
constituidas de estruturas moleculares complexas como as mananos e xilanos
(BERGLUND et al., 2020). As hemiceluloses tém sido sugeridas com a funcéo de atuar
na ligacao entre a lignina e os componentes da celulose e de regular a agregacao das
microfibrilas de celulose na parede celular (BERGLUND et al., 2020). H& indica¢bes
de que as hemiceluloses podem ser remobilizadas, funcionando como composto de
reserva de carbono (SCHADEL et al., 2009).

A lignina proporciona rigidez e hidrofobicidade das paredes celulares
secundéarias, fundamental para as necessidades de conducdo de agua nos tecidos
vasculares das plantas (BERGLUND et al., 2020). Baixas temperaturas ou deficiéncia
hidrica tem relacdo com a concentracdo de lignina (MOURA et al., 2010). Portanto, o
processo de lignificacdo pode reforcar a resisténcia e rigidez das paredes celulares,
podendo ser uma componente chave da resposta da planta a fatores de estresse
ambiental como a seca (LE GALL et al., 2015).

Uma fragcdo menor de carbono fotoassimilado é retida na forma de carboidratos
nado estruturais constituidos de amido e agucares soluveis (DIETZE et al. 2014). Os
carboidratos nao estruturais (sigla em inglés NSC) desempenham papéis importantes
na adaptacdo das plantas (MARTINEZ-VILALTA et al., 2016), e cumprem fungdes
distintas, incluindo transporte, metabolismo energético e protecdo contra a restricdo
hidrica, atuado ainda como osmorreguladores (HARTMANN; TRUMBORE, 2016;
SOUZA et al.,, 2005). Os NSC sao acumulados e armazenados para manter o
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metabolismo da noite e nos periodos estressantes, principalmente quando a

assimilacao de carbono é insuficiente para atender a demanda (KOZLOWSKI, 1992).

O amido e os principais acucares solluveis (sacarose, glicose e frutose)
constituem mais de 80% do NSC em arvores (HOCH et al. 2003). O amido, por ser
um composto insollvel, é a reserva de carboidrato mais abundante nas plantas (TAIZ
etal., 2017), sendo um composto puramente de armazenamento para uso futuro, tanto
para curto ou a longo prazo. Os agucares soluveis realizam uma variedade de fungdes
incluindo manutencéo da respiragéo e defesa (MARTINEZ-VILALTA et al., 2016). Os
acucares sollveis estdo envolvidos na sinalizacdo ambiental (GIBSON, 2005),
manutenc¢ao do turgor (HUMMEL et al., 2010), transporte do floema (SAVAGE et al.,
2016) e, possivelmente, no reparo do xilema (SECCHI; ZWIENIECKI, 2011). A
sacarose € composta por uma molécula de glicose e outra de frutose, e devido a sua
natureza nao redutora, apresenta uma ampla translocacdo no corpo da planta, e pode
ser armazenado em vacuolos, até ser metabolizada quando necessario (LAMBERS,
2006).

Outros NSC podem ser encontrados em plantas em menores concentracdes
como a rafinose e seus oligossacarideos e acucares alcoois (os ciclitéis)
(HARTMANN; TRUMBORE, 2016; VERNON et al. 1993). Esses oligossacarideos
podem atuar como compostos de reserva, além exercer a funcdo de protecdo contra
a seca e o frio (TAJI et al., 2002). Os ciclitéis sao altamente sollveis e acredita-se que
podem atuar como estabilizadores de membranas, protegendo as macromoléculas de
efeitos do déficit hidrico (VERNON et al. 1993).

Apesar do conhecimento das respostas das plantas ao déficit hidrico, muitos
sdo 0s aspectos que requerem mais estudos, incluindo estratégias em resposta a
desidratacéo e, consequentemente, a dindmica na alocagcédo dos carboidratos frente
ao estresse hidrico. Muitas plantas empregam o mecanismo de ajuste osmotico como
ponto chave para lidar com o estresse a seca, por meio da sintese/acumulo em larga
escala de solutos compativeis, incluindo os carboidratos e proteinas de baixo peso
molecular (MORADI et al., 2017).

Em situacdo de déficit hidrico, a concentracdo de carboidratos ndo estruturais
pode ser alterada (HOCH, 2003), e as diferencas de concentragfes estejam
relacionadas possivelmente a resisténcia a seca em nivel interespecifico (MARTINEZ-
VILALTA et al., 2016). Algumas espécies tolerantes ao estresse ambiental podem
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aumentar os teores de NCS para melhorar o potencial hidrico, e manter a presséo
osmotica sob seca. No entanto, a seca severa pode causar disfuncao fisiolégica nas

plantas, levando ao esgotamento dos NSC armazenados (HE et al., 2020).

As variacOes dos carboidratos séo atribuidas as diferencas entre as espécies,
e as condicbes ambientais e sazonais dentro dos locais onde as plantas se
desenvolvem (MARTINEZ-VILALTA et al., 2016). Plantas que se desenvolvem em
ambientes com condicdes de estresse hidrico, podem recorrer as vias metabolicas
que minimizem os efeitos deletérios da seca, via biossintese de compostos envolvidos
em mecanismos de defesa e protecdo celular (IRFAN et al., 2019). Em espécies
arboreas menos adaptadas ao déficit hidrico, ndo € observado maior ajuste no
acumulo de agucares sollveis (SIGNORI-MULLER, 2021).

Considerando que plantas tolerantes ao pleno sol habitam ambientes menos
umidos em relacéo as plantas tolerantes a sombra (ROSSATO e KOLB, 2010), e que
as concentracdes dos carboidratos tendem a aumentar em plantas quando expostas
a condicbes ambientais limitantes ao crescimento (MARTINEZ-VILALTA et al., 2016),
espera-se que as concentracdes de carboidratos ndo estruturais e carbono estrutural
variem nos diferentes 6rgaos da planta (folha, caule, raiz) de acordo com os habitos

ecologicos de cada morfotipo quando expostas a condicdes de estresse hidrico.

Nesse sentido, hipotetizamos que plantas do morfotipo tolerante ao sol de P.
echinata sob déficit hidrico severo exibam maior capacidade de aumento dos teores
de lignina e hemicelulose em seus 6rgaos vegetativos, e acumulo de carboidratos nao
estruturais em relacdo ao morfotipo tolerante a sombra. Na fase de reidratacao,
espera-se gue o morfotipo tolerante ao sol seja capaz de apresentar maior capacidade
de recuperacdo dos efeitos danosos da seca em relacdo ao morfotipo tolerante a
sombra. Para testar essas hipbéteses determinamos os teores dos polimeros de
parede celular e dos NCS em folhas, caule e raiz em plantas juvenis dos morfotipos

pequeno e meédio de P. echinata submetidas ao déficit hidrico, seguido de reidratacao.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Material vegetal
O experimento foi conduzido na area experimental do Departamento de

Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Espirito Santo em Vitéria, ES
(20°18’52”S e 40°19°06”"W). Plantas dos morfotipos pequeno e médio Paubrasilia
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echinata (Lam) Gagnon, H.C.Lima & G.P. Lewis foram produzidas de forma seminal
no viveiro da Reserva Natural Vale em Sooretama-ES (19°09'04"S e 40°04'36"W).
Sementes coletadas de matrizes da Reserva Natural Vale foram semeadas em sacos
plasticos (2.5 L) contendo como substrato solo argila:arenoso (2:1) acomodados em
condi¢cdes ambientais naturais de temperatura média anual de 24+2 °C, fotoperiodo
de 10+1h, umidade relativa de 70+15%, e radiacao fotossinteticamente ativa (PAR) de
1.000+150 umol m2 st proporcionado por tela de nylon preta Sombrite®. As plantas

foram irrigadas, diariamente, com agua corrente por aspersao eletronica.

Plantas com um ano de idade (70 plantas por morfotipo) medindo 22+4 cm de
altura foram transplantadas para vasos de polietileno com capacidade de 8L, contendo
como substrato uma mistura de solo comercial Forth e areia na proporg¢ao (2:1). Em
seguida, as plantas foram mantidas em casa de vegetacao sob temperatura média de
25+2 °C, fotoperiodo de 8+1h e PAR de 1.000£150 pmol m=2 s determinado em
espectroradiometro (Spectrum Technologies, Inc., lllinois, EUA). As plantas foram
irrigadas, diariamente, com agua da torneira até capacidade de campo, sempre
guando necessario. Apos 25 dias de cultivo nessas condicdes, foi aplicada uma Unica
dose de 200 mL da solucao nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) em meia forca i6nica

por planta, visando o aumento do vigor das mudas.

Apbs dois meses de cultivo nas condigBes acima, as plantas foram transferidas
para estufas (6,0 m de comprimento x 1,5 m de profundidade x 2,0 m de altura)
revestidas de filme plastico de polietileno 150 micra. No interior dessas estufas
registramos com Termo-higrémetro Digital (TH-02 Impac.com.br), dados médios de
umidade relativa, temperatura (°C) e déficit de pressao de vapor (DPV) ao longo do
experimento com 56%, 29+3 °C e 1.72 DPV, respectivamente. Com fotoperiodo
natural de 11+1h e 1.200+50 ymol m? s de PAR, determinados em um dia sem
nuvens as 9:00 horas da manha. As plantas foram irrigadas, diariamente, com agua
da torneira. Apos dois meses de aclimatacdo nessas condi¢des, plantas dos dois
morfotipos medindo 35+4 cm de altura e contendo 5+1 folhas, foram divididas em dois
lotes: plantas controle (sempre irrigadas) e plantas tratadas (suspensdo de agua

seguido de reidratagéo).
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2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado (DIC), com
quatro combinacdes de tratamentos: morfotipo pequeno controle, morfotipo médio
controle, morfotipo pequeno tratado e morfotipo médio tratado. O esquema: (1) plantas
controle: um grupo de 70 plantas, sendo 35 do morfotipo pequeno e 35 do morfotipo
meédio, foram irrigadas continuamente com agua corrente até capacidade de campo;
e (2) plantas tratadas: outro grupo com as mesmas quantidades de plantas que o
controle, foram sujeitas a déficit hidrico imposto pela suspensao de 4gua, seguido de
um periodo de reidratacdo (irrigadas até capacidade de campo). Total de plantas, 140
unidades dos dois morfotipos. Cinco repeticdes por tratamento foram usadas e uma
Unica planta por vaso foi considerada como uma repeticdo. O tempo maximo de
suspensao hidrica das plantas tratadas ocorreu ao 17° dia quando o potencial hidrico
foliar antemanh& (W.p) chegou proximo de -3 MPa (ver item 2.3). Em seguida, as
plantas sob seca foram reidratadas, diariamente, com agua corrente até capacidade
de campo, por 36 dias quando as ultimas plantas do experimento foram retiradas para

0s analises respectivos.

As avaliacdes do potencial hidrico folhar e coleta das amostras de folhas, caule
e raiz para analise de NSC e polimeros de parede celular, foram realizadas aos 0, 7,
12 e 17 dias de suspensao de agua (simulacdo de seca) e aos 12 e 36 dias apos a
reidratacéo (simulacéo de chuva), entre 8:00 e 10:00 horas da manha. Folhas foram
coletadas do 2° ou 3° n6 completamente expandida e sadia. O caule e raiz foi coletado

completamente, mas para as analises foi utilizado as partes centrais desses 0rgaos.

2.3 Potencial da agua na folha (Ywp)

Mesmo procedimento do capito anterior item 2.3. O ¥,, foi determinado na
antemanha, entre 4:00 e 5:00 horas da manh4, utilizando uma bomba de pressao tipo
Scholander (SCHOLANDER et al., 1965) PMS Instrument, modelo 600, USA. O
procedimento foi realizado na 22 ou 32 folha completamente expandida e sadia, a partir
do apice do eixo ortotropico. Apos a seccao da folha, imediatamente o peciolo foi
inserido na camara da bomba de presséo. A pressao foi aplicada até a exsudacao da
goticula da seiva na superficie seccionada do peciolo da folha, quando se registrou a
leitura da pressdo (TURNER, 1981). Ap6s a medi¢cdo, as amostras foram

transportadas imediatamente em caixa térmica contendo gelo para o Laboratério de
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Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Departamento de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Espirito Santo, onde foram armazenadas em ultrafreezer -
80 °C. Finalmente, as amostras congeladas em ultrafreezer foram liofilizadas e
pulverizadas em moinho de bola (Modelo TE-350, TECNAL, Sao Paulo, Brasil) e
acondicionadas em tubos plasticos em temperatura ambiente para analises de NSC e

polimeros de parede celular.

2.4 Carboidratos ndo estruturais

2.4.1 Acucares solaveis por HPAEC-PAD

Para a determinacéo do teor dos agUcares solUveis seguiu 0 protocolo proposto
por Pollock (1986). Foram utilizados 30 mg do po liofilizado (Balanca Analitica AB204-
S/FACT Mettler Toledo, Leicester, Inglaterra) em microtubos de 2 mL e submetidos a
quatro extracdes subsequentes com 1,5 mL de etanol 80% em banho-maria a +80°C
durante 20 minutos, seguido de centrifugacédo em 10.000 x g por 5 minutos (Eppendorf
Microcentrifuge 5417R, Hamburgo, Alemanha). Repetida esta etapa por mais trés
vezes, 0s sobrenadantes da Ultima extracdo foram concentrados em liofilizador e

utilizados para determinacéo dos acucares soluveis.

Os extratos liofilizados foram ressuspendidos em 1 mL de agua ultrapura (18,2
MQ), submetidos ao banho de ultrassom durante 20 minutos. Em seguida foram
centrifugados a 12.850 x g durante 10 min em temperatura ambiente. O sobrenadante
foi filtrado em membranas de 0,45 um e aplicados em cromatografo de ions modelo
ICS 5000 (Dionex) equipado com coluna CarboPac PA100 (4 x 250 mm). A eluicéo foi
isocratica (1 mL.min't) com hidréxido de sédio 100 mM com alto grau de pureza
preparado em agua ultrapura e filtrado em membrana de nitrato de celulose 0.45 pum.
A deteccédo foi feita por pulso amperométrico, utilizando as recomendacdes para

carboidratos do fabricante.

Para a determinagéo dos agucares, o tempo de retencéo foi comparado ao de
padrées auténticos eluidos nas mesmas condi¢cdes analiticas e, quando necessario
por co-cromatografia. A quantificacdo de acucares foi realizada no software
Chromeleon (v.6.8) pela curva de calibragdo feita pelo método do padrédo externo
utilizando padrbes auténticos (Sigma). As leguminosas possuem diferentes tipos de
ciclitois, entretanto esses agucares nao sao facilmente ionizaveis no meio alcalino do

eluente. Foi detectado um pico que co-cromatografou com o padrdo de myo-inositol,
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entdo a quantificacdo foi considerada em equivalentes de myo-inositol. Os aglcares
soluveis totais (AS) foram quantificados, sendo a soma de todos o0s acucares soluveis

identificados.
2.4.2 Amido

A determinacéo do teor de amido seguiu o protocolo de Amaral et al. (2007).
Foram pesadas 10 mg de material liofilizado de folha, caule e raiz. A remocao dos
acucares soluveis seguiu protocolo de Pollock (1986) e descrito no item 2.1.1
(preparacédo do extrato). Apds a remocao dos agucares soluveis, foi adicionado ao
precipitado 0,5 mL (120 U mL1) de a-amilase (EC 3.2.1.1) termoestavel de Bacillus
licheniformis (cod. E-ANAAM, MEGAZYME, Irlanda), diluida em tamp&do MOPS 10 mM
em pH 6,5. As amostras foram incubadas em 75 °C por 30 minutos, repetindo este
procedimento por mais de uma vez. As amostras foram resfriadas até 50 °C e
adicionado 0,5 mL de uma solucdo contendo 30 U mL? de amiloglucosidase (EC
3.2.1.3) de Aspergillus niger (céd. E-AMGPU, MEGAZYME, Irlanda) em tampé&o
acetato de s6dio 100 mM em pH 4,5. As amostras foram incubadas em 50 °C por 30
minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez. Em seguida, as amostras

foram armazenadas em freezer -18 °C para posterior dosagem do amido.

A dosagem do amido foi realizada pela quantificacdo de glicose liberada no
processo de hidrélise do amido. Para tanto, foram utilizados 50 uL do extrato com 250
ML do reagente Glicose PAP Liquiform (CENTERLAB, Brasil), contendo as enzimas
glicose-oxidase (~11.000 U mL-1) e peroxidase (~700 U mLt), 290 umol L de 4-
aminoantipirina e 50 mM de fenol pH 7,5. Nessa etapa, a glicose oxidase catalisa a
oxidacdo da glicose. O peroxido de hidrogénio formado na reacdo reage com 4-
aminoantipirina e fenol, sob a¢éo catalisadora da peroxidase, através de uma reacao
oxidativa de acoplamento formando uma antipirilqguinonimina rosa cuja intensidade é
proporcional & concentracdo de glicose na amostra. Apos incubacédo por 15 min a 37
°C, o teor de glicose foi determinado em espectrofotbmetro acoplado a leitor de ELISA
(Thermo Scientific Express Multiskan FC Microplate Photometer, Massachusetts,
EUA) em comprimento de onda de 490 nm. Para a elaboracdo da curva padréo foi

utilizada solugao de glicose (SIGMA), nas concentracdes de 0; 2,5; 5; 7,5 e 10 mg/mL.
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2.5 Polimeros de parede celular

2.5.1 Celulose

A determinacao de celulose foi realizada de acordo com Brendel et al. (2000).
Foram pesadas em tubos de vidro com tampa rosqueada, 100 mg de amostras
pulverizadas. Adicionou-se 2 mL de acido acético 80 % e 200 uyL de acido nitrico 69
% concentrado. Os tubos foram fechados e as amostras homogenizadas com cuidado,
e levados ao banho-maria a 100 °C por 1 hora. Apés resfriamento, as amostras foram
transferidas para tubos Falcon de 15 mL, previamente pesados. Em seguida foi

adicionado 2,5 mL de etanol 99 %.

As amostras foram homogeneizadas em agitador, Vortex, e centrifugadas a
2.500 x g por 5 minutos 25 + 2 °C e o sobrenadante descartado cuidadosamente. Em
seguida, as amostras foram lavadas sequencialmente da seguinte forma: (1) 5 mL de
etanol 99 % para remover os produtos degradados na extracdo; (2) 5 mL de agua
deionizada para remover os vestigios do &cido nitrico; (3) 5 mL de NaOH 17 %,
permanecendo em repouso a 25 + 2 °C por 10 minutos; (4) 5 mL de agua deionizada;
(5) 2,2 mL de agua deionizada e 600 uL de acido acético. Foi, ainda, adicionado 2,2
mL de agua deionizada para eliminagdo de material ndo celuldsico ainda persistente
e (6) 5 mL de agua deionizada. Entre cada lavagem, as amostras foram centrifugadas
a 2.500 x g por 5 minutos em 25 + 2 °C e os sobrenadantes descartados. As amostras
foram secas em estufa a 50 °C por 48 horas e pesadas. Os resultados da
concentracdo de celulose foram expressos em miligrama de celulose por grama de

massa seca (mg celulose g* MS).
2.5.2 Hemicelulose

A extracdo das hemiceluloses seguiu o protocolo de Shadel et al. (2010), com
modificagcdes. Foram pesadas 50 mg de amostra em microtubo eppendorf e
adicionado 1,5 mL de etanol 80 %, para extracdo dos acucares soluveis. Os tubos,
foram acondicionados em banho maria 80 °C por 20 min. As amostras foram
centrifugadas em 12.000 x g (mod. Z 326K, Hermle labortechnik) por 7 min a 10 °C e
0 sobrenadante descartado. Esta operacéo foi realizada quatro vezes para retirada
total dos residuos de acgucares soluveis presentes nas amostras. O precipitado foi

seco em estufa a 50 °C durante 36 h.
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Ao precipitado seco foram adicionados 1,5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) 90
% para extracdo do amido presente nas amostras e, mantido sob agitacdo em placa
agitadora por 24 h em 25£2 °C. A agitacéo foi realizada com a adicdo de uma barra
magnética (3x5mm) em cada tubo erpendoff. Apos esse periodo, as amostras foram
centrifugadas em 12.000 x g por 7 min a 5 °C e o sobrenadante descartado. Em
seguida, o precipitado foi lavado com 1,5 mL de agua deionizada por trés vezes,
centrifugado e descartado o sobrenadante para retirada total do DMSO. O precipitado
foi transferido para estufa a 50 °C por 36 h.

Acrescentou-se ao precipitado seco 1,5 mL do detergente neutro (tetraborato
de sddio decahidratado 18 mmol, acido etilenodiaminotetracético 66 mmol, sulfato de
sodio dodecil 10,4 mmol, fosfato de sodio dibasico 32 mmol e dgua deionizada) para
extracdo de residuos sollveis em agua e pectinas, e adicionou-se 25 L de solugao
de sulfito de sodio (10 mg/10 mL) para extracdo de proteinas. As amostras foram
submetidas ao banho-maria a 100 °C por 60 min sob agitacdo constante. A mistura foi
centrifugada e o sobrenadante descartado. O precipitado desta etapa (celulose,
hemicelulose e lignina) foi lavado, sequencialmente: duas vezes com 1,5 mL de 4gua
deionizada; uma vez com 1,5 mL de acetona 100 % e uma vez com 1,5 mL de agua
deionizada. O precipitado contendo a “fracdo total de parede celular’ foi entdo

transferido para estufa 50 °C durante 36 h e pesado.

Apbs secagem, foi adicionado ao precipitado 1,5 mL do detergente acido
(H2SO4 1IN e brometo de hexadeciltrimetilamodnio acido deoxicélico sal sddico 55
mmol) e homogeneizado. As misturas foram submetidas, novamente, ao banho-maria
a 100 °C com agitacdo constante por 60 min, centrifugadas e o sobrenadante
contendo hemicelulose foi descartado. O precipitado foi lavado em 1,5 mL de agua
deionizada por cinco vezes, centrifugado a 12.000 x g a 10 °C e descartado o
sobrenadante cuidadosamente, para retirada total do detergente acido. O precipitado
contendo apenas a “fracao de celulose e lignina” foi seco em estufa 50 °C durante 36
h seguido de pesagem. O célculo para a determinacdo da concentracdo das
hemiceluloses foi realizado pela diferenga gravimétrica entre a “fragéo total da parede
celular” e a “fracao de celulose e lignina”. As concentracdes de hemiceluloses foram

calculadas em mg de hemicelulose por grama de massa seca (mg g* MS).
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2.5.3 Lignina

A determinacédo de lignina foi realizada segundo Dos Santos et al. (2008).
Foram pesados 150 mg de amostras pulverizadas em tubos falcon de 15 mL, foi
homogeneizado e agitado em 10 mL de tampéo fosfato de sddio e potassio 50 mM
em pH 7. O material foi centrifugado por 5 minutos a 3.500 x g e 0 sobrenadante
descartado. A partir dessa etapa o precipitado passou por 12 lavagens com diferentes
solugbes (Tabela 1), seguindo sempre o mesmo procedimento: a solugédo foi
adicionada, o material foi agitado em voértex por 5 minutos e o sobrenadante foi

descartado.

Tabela 2: Lista de solucdes utilizadas na sequéncia de lavagens para extracao de lignina. Nimero

de lavagens, volume (mL) e solugBes.

I\:g\r/]:;rsn(ie Volumes (ml) Solucbes
3 7 Tampao Fosfato 50 mM — pH 7,0
3 7 Triton® x — 100 (v/v) 1% - pH 7,0 (SIGMA)
2 7 Tampao NaCl - pH 7,0
2 7 Agua destilada
2 7 Acetona 100%

Apos a 122 lavagem, o precipitado foi seco em estufa a 60 °C por 24 horas.

Esse material resultante € o que compreende a fracdo de parede celular livre
de proteinas. Do precipitado seco, pesou-se 50 mg em tubos de 15 mL, adicionou-se
1,2 mL de &cido tioglicolico e 6 mL de HCI 2 M. As amostras foram incubadas a 95 °C
por 4 horas. Apos esse tempo elas foram centrifugadas a 2.500 x g por 15 minutos e
lavadas trés vezes com agua destilada. Adicionou-se 7 mL de NaOH 0,5 M e foram

incubadas a 30 °C por 18 horas sob agitacao constante em agitador magnético.

Depois as amostras foram centrifugadas e reservou-se o sobrenadante. O
precipitado foi lavado com 3 mL de NaOH 0,5 M, e centrifugado em seguida. O
sobrenadante resultante foi unido ao anterior, acidificado com 1,8 mL de HCl e deixado
a 4 °C por 12 horas sem agitar para precipitacdo. Apos esse periodo, as amostras
foram centrifugadas e lavadas duas vezes com agua destilada, centrifugadas

novamente em 2.500 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente e descartado o
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sobrenadante. O precipitado obtido foi seco a 60 °C por 24 horas e ressuspendido em
15 mL NaOH 0,5 M.

As amostras que ultrapassaram o valor acima de 1,0 na leitura
espectrofotométrica foram diluidas, nesse caso foi retirado 250 yL das amostras que
ultrapassaram o valor acima citado e misturou-se com 2,5 mL de NaOH 0,5 M
(proporcédo de 1:10). Como o precipitado foi inicialmente ressuspendido em 1.5 mL de
NaOH, a diluicdo foi de cinco vezes. A determinacdo do conteudo de lignina foi
realizada através da leitura de absorbancia em espectrofotbmetro no comprimento de
onda de 280 nm. Foi utilizada a solucéo de lignina (SIGMA) para construcdo da curva
padrdo, nas concentracdes de 0; 10; 20; 30; 40; 50; 100; 200 ug/uL.

2.6 Anélise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com quatro combinacdes de tratamentos: morfotipo pequeno controle, morfotipo
meédio controle, morfotipo pequeno tratado e morfotipo médio tratado, com cinco
repeticdbes. Os dados foram submetidos a analise de variancia, ANOVA (com
procedimento de medidas repetidas no tempo) respeitando o0s supostos de
normalidade e homocedasticidade. As médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste de Scott-Knott ao um nivel de 5% de significancia (P < 0,05). Os
procedimentos estatisticos foram realizados em softwares R estatistico v. 3.6.1 e 0
InfoStat (Versdo 2018, Grupo InfoStat, FCA, Universidade Nacional de Cérdoba,
Argentina). Para o ANOVA utilizou-se o pacote do R “agricolae” (Statistical Procedures
for Agricultural Research), versdo 1.3-3. Adicionalmente foi aplicada estatistica
multivariada mediante a Analise de Componentes Principais (PCA) e correlacdes de

pearson analisando todas as variaveis nos trés 6rgdos avaliados, com o pacote do R
“ggplot2”.

3. RESULTADOS

3.1 Potencial hidrico

As plantas controles dos dois morfotipos apresentaram valores similares de Wwp
proximo a - 0,25 MPa mantendo-se assim durante todo o experimento. Aos 7 dias de
seca, o Wwp do morfotipo pequeno declinou diferenciando-se do morfotipo médio e do

controle. O Wwp dos dois morfotipos declinaram acentuadamente no 12° dia, sendo
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gue morfotipo pequeno apresentou valores mais negativos (Fig. 1). No 17° dia, 0 Wwp
dos dois morfotipos se igualaram alcancando o valor mais baixo de - 3,0 Mpa (Fig. 1).
Apods 5 dias de reidratagcédo, os valores do Wwp dos dois morfotipos aumentaram
rapidamente, mas ficando abaixo do controle e sem diferencas entre os dois
morfotipos. Aos 12 dias de reidratagcédo, os valores do Wwp dos dois morfotipos se

igualaram ao do controle e assim permaneceram até o 36° dia (Fig. 1).
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Figura 9: Potencial hidrico da antemanha (W) de folhas das plantas juvenis dos morfotipos
pequeno e médio de P. echinata no controle e tratadas com suspensao hidrica (seca) seguida de
reidratacdo (chuva). As barras verticais indicam o erro padrédo da média (n=5). Letras mindsculas

representam diferenca estatistica entre os tratamentos e controle pelo teste de Tukey (P<0.5%).

3.2 Carboidratos nao estruturais

O déficit hidrico afetou as concentracdes dos carboidratos ndo estruturais de
varias maneiras, evidenciando diferencas relevantes entre os morfotipos pequeno e
médio. As respostas de glicose, frutose e sacarose apresentaram variacées entre 0s
morfotipos e entre os 06rgdos vegetativos. A glicose e sacarose em folha néo
apresentaram diferencas entre o tratamento e controle em todo o tempo amostral e
nos dois morfotipos (Fig. 2). Folhas do morfotipo pequeno apresentaram aumento na
concentracéo de frutose no 7° dia de seca e declinio a partir do 12° dia igualando-se
ao controle. Ja o morfotipo médio apresentou um incremento gradual de frutose foliar,
ultrapassando os valores do morfotipo pequeno, alcangcado valores maximos no 17°
dia de seca (Fig. 2). De forma geral, na reidratacdo os teores dos carboidratos n&o
estruturais (acucares soluveis e amido) dos dois morfotipos se igualaram aos seus

controles.
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Caule e raiz dos dois morfotipos apresentaram maior responsividade a seca,
elevando os teores de glicose e frutose. Esses 6rgdos do morfotipo pequeno
acumularam mais glicose e frutose do que o morfotipo médio no 7° dia de seca. Porém,
o morfotipo médio exibiu aumento gradativo das concentracdes de glicose e frutose
alcancando maiores valores no 17° dia de seca, e superior ao morfotipo pequeno. A
sacarose de caule e raiz aumentou somente no morfotipo pequeno. No morfotipo

médio os teores desse dissacarideo ndo diferenciaram de seu controle (Fig. 2).

Folha Caule Raiz
2 -0-Morfotipo pequeno - Controle
2 -O-Morfotipo pequeno - Tratado
A\ - -A-Morfotipo médio - Controle
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Figura 10: Teores de glicose, frutose e sacarose de folha, caule e raiz de plantas juvenis dos
morfotipos pequeno e médio de P. echinata do controle e tratadas com suspenséo hidrica (seca)
seguida de reidratacéo (chuva). As barras verticais indicam o erro padrdo da média (n=5). Letras
mindsculas representam diferenca estatistica entre os tratamentos e controle pelo teste de Scott-
Knott (P<0.5%).
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Concentragdes de ciclitois (em equivalentes de myo-inositol) e rafinose foram
detectadas nos dois morfotipos sob simulacéo de seca (Fig. 3). O myo-inositol foliar
apresentou maiores variagdes que do caule e raiz, nos dois morfotipos. No 7° dia, o
myo-inositol aumentou em folha, caule e raiz do morfotipo pequeno, alcancando
valores superiores ao do morfotipo médio com o0 avanco da seca. Ja as concentracdes
de myo-inositol em caule e raiz do morfotipo pequeno decresceram a partir do 12° dia
de seca igualando-se ao seu controle. O myo-inositol do morfotipo médio mostrou
comportamento diferente. Em folhas, o teor desse aguUcar aumentou no dia 17°
enguanto em raiz esse resultado aparece precocemente no 7° dia de seca. Em caule
do morfotipo médio as concentracdes de myo-inositol ndo apresentaram variacées em

relacéo ao seu controle (Fig. 3).

As concentragfes de rafinose foliar aumentaram no dia maximo de seca (17°)
nos dois morfotipos. Em caule e raiz, as concentracdes de rafinose também
aumentaram nos dois morfotipos sob seca. Porém, com valores mais expressivos no
17° dia de seca do morfotipo médio. J& em raiz ocorreu o contrario. O morfotipo
pequeno apresentou concentracdes de rafinose superiores e mais expressivas no 7°
dia de seca e do morfotipo médio no 17° dia. Na fase de reidratacéo, as concentracées
desse acucar declinam nas plantas dos dois morfotipos sob seca igualando-se aos

seus controles (Fig. 3).

Em geral, as concentracdes dos acuUcares solluveis totais (AS) dos dois
morfotipos sob seca refletem os resultados dos mono-, di- trissacarideos com maiores
variacbes ocorrendo no caule, seguido de raiz e folhas. Nas folhas, o morfotipo
pequeno apresentou aumento de AS 7° dia de seca seguido de decréscimo com o
avanco da seca. Ja o morfotipo médio apresentou aumento gradativo dos AS foliar
alcancgado valores maximos no 17° dia de seca e superior ao morfotipo pequeno (Fig.
3). Em caule, as concentracbes dos AS no morfotipo pequeno aumentaram
rapidamente no 7° dia de seca mantendo-se assim até o 17° dia. O morfotipo médio
apresentou aumento gradual dos AS no caule, com valores maximos no dia 17° dia
de seca. Em raiz as concentracdes de AS dos dois morfotipos aumentaram no 7° e
12° dia de seca, seguido de declinio com o0 avang¢o da seca no 17° dia e sem diferenca

do controle, e assim permanecendo durante o periodo de reidratacdo (Fig. 3).



104

Caule Raiz

~ 80 .
9 -@-Morfotipo pequeno - Controle
- -O-Morfotipo pequeno - Tratado
260 | - —-Morfotipo médio - Controle
3 -/\-Morfotipo médio - Tratado
= a ns
040 |
= a
8 ns a
£20 | b
° b
>
=00
2 15 |
o
E 10 /ﬁ\a

/
: 74
°05 ns
£ s ons 4 AONY
5 Ao nsy A NS
* 00 =
® 50 |
s
g 40 A a ns
E 3 I /Ab\_\%%::é:\\ns
o y 4 S NS
S 2 - ns N
3 ¢ %
3 w0 i
<

o

0 7 12 17 12 3% 0 7 2 17 12 3% 0 7 12 17 12 36

Dias - suspensdo hidrica Reidratacdo Dias - suspensdo hidrica Reidratacdo Dias - suspensdo hidrica Reidratacéo

Figura 11: Teores de myo-inositol, rafinose e aglcares soluveis de folha, caule e raiz de plantas
juvenis dos morfotipos pequeno e médio de P. echinata controle e tratadas com suspensao hidrica
(seca) seguida de reidratacdo (chuva). As barras verticais indicam o erro padrdo da média (n=5).
Letras mindsculas representam diferenca estadistica entre os tratamentos e controle pelo teste de
Scott-Knott (P<0.5%).

Em relacdo ao amido, o déficit hidrico causou decréscimos nas suas
concentragdes nos dois morfotipos, e de forma mais acentuada em folha e caule do
morfotipo pequeno e em raiz do morfotipo médio (Fig. 4). Na folha, o decréscimo foi
mais acentuado no 12° e 17° dia de seca e nos dois morfotipos. Folhas e caules do
morfotipo pequeno apresentaram menores concentracées de amido no dia maximo
de estresse hidrico (17°) em relacdo ao morfotipo médio (Fig. 4). Na raiz, os dois
morfotipos também apresentaram decréscimos de amido aos 12° e 172 dias de seca,

sendo que o morfotipo médio apresentou os valores mais baixos (Fig. 4).
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Figura 12: Teores de amido, carboidratos ndo estruturais totais (siglas em inglés NSCr) e razéo
agucares soluveis-NSCr (AS:NSCr+) de folha, caule e raiz de plantas juvenis dos morfotipos
pequeno e médio de P. echinata controle e tratadas com suspenséao hidrica (seca) seguida de
reidratacdo (chuva). As barras verticais indicam o erro padrao da média (n=5). Letras minusculas
representam diferenca estatistica entre os tratamentos e controle pelo teste de Scott-Knott
(P<0.5%).

Os carboidratos n&o estruturais totais (NCSt) apresentaram maiores alteracdes
em folha e caule. Em folhas do morfotipo pequeno, os NCSt apresentaram
decréscimos acentuados no 12° dia de seca, exibindo concentragdes mais baixas no
17° dia. O morfotipo médio ndo apresentou diferencas de NCSt em relacdo ao seu
controle durante todo o tempo amostral. Em caule e raiz, o NCSt do morfotipo
pequeno aumento no 7° dia de seca alcancando valores superiores ao morfotipo
meédio tratado. Porém, com decréscimos gradativos nos dias seguintes e sem
diferenca de seu controle. A concentragdo do NCSt do caule do morfotipo médio
apresentou incremento gradativo no 17° dia de seca. Em raiz as concentracbes de

NCStdo morfotipo médio ndo apresentaram diferencas de seu controle (Fig. 4).
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O déficit hidrico causou aumento gradativo da razdo de acucares soluveis -
NSCt (AS:NSCrt) nas plantas tratadas do dois morfotipos. No morfotipo pequeno
maiores razGes foram observadas nos 6rgdos aéreos (folha e caule) sob simulacédo
da seca. Em raiz, no 12° e 17° dia, o morfotipo médio apresentou as maiores razdes
AS:NSCrt, e superior ao morfotipo pequeno e seu controle. De forma geral, na
reidratacdo ndo se observou diferencas de AS:NSC+ nos 6rgaos vegetativos dos dois

morfotipos. (Fig. 4).

3.3 Polimeros de parede celular

Em relacéo aos polimeros de parede celular, a hemicelulose e lignina de folha,
caule e raiz nos dois morfotipos foram incrementadas pelo déficit hidrico em relagéo
a seus controles (Fig. 5). A hemicelulose e lignina foliar aumentou no dia maximo de
estresse hidrico (17° seca) nos dois morfotipos. A seca estimulou o aumento das
hemiceluloses e lignina caulinar do morfotipo pequeno no 12° dia. Ao 17° dia de seca,
os dois morfotipos exibiram aumento de hemicelulose caulinar com o morfotipo médio

apresentando valores superiores ao morfotipo pequeno.

Quanto a lignina, o caule do morfotipo médio mostrou aumento de sua
concentracdo no 17° dia de seca enquanto o morfotipo pequeno apresentou
diminuicdo desse composto. Na raiz, as hemiceluloses e ligninas no morfotipo médio
apresentaram aumento gradual e superior ao seu controle no estresse hidrico mais
intensificado (12° e 17 dia de seca). As hemiceluloses da raiz no morfotipo pequeno
aumentaram somente ao inicio da seca (7° dia seca). O aumento da lignina desse
orgao foi tardio (17° dia de seca). Na reidratacdo ndo se observou diferencas de

hemicelulose e lignina entre os tratamentos (Fig. 5).



107

Folha Caule Haiz
7 200 350
s
)
£ 150 250
(0]
(%]
1)
=}
3 100 150 -
Q
£
£ 50 50 50
% 150 300 300 |
E: a o2 A3 a4 _sa .
o a = a a |
?125 BUEEUI AN b250
Y b =p 0 *b *b =
8 100 200 -
2
0]
© 15 150
100
)
Z 80 , a 150
o
6| a”ﬁ%/&\ﬁ’k‘ 21120 =
< r L — a r r C
E Mb Mb -8-Morfotipo pequeno - Controle
c 40 & b c C c bl gpl b b ¥c ~<0¢ 90 -O-Morfotipo pequeno - Tratado
2 ¢ ¢ -4 Morfotipo médio - Controle
-I-Morfotipo médio -
20 60 6 Morfotipo médio - Tratado
0 7 12 17 12 36 0 7 12 17 12 36 0 7 12 17 12 36
Dias - suspenséo hidrica Reidratacdo Dias - suspenséo hidrica Reidratagio Dias - suspensdo hidrica Reidratagao

Figura 13: Teores de hemicelulose, celulose e lignina de folha, caule e raiz de plantas juvenis dos
morfotipos pequeno e médio de P. echinata controle e tratadas com suspenséo hidrica (seca)
seguida de reidratacéo (chuva). As barras verticais indicam o erro padrdo da média (n=5). Letras
mindsculas representam diferenca estadistica entre os tratamentos e controle pelo teste de Scott-
Knott (P<0.5%).

Em relacéo a celulose, em folha diferencas foram observadas no 7° dia de seca
no morfotipo pequeno. No avancgo da seca, as concentracdes da celulose do morfotipo
pequeno em folha diminuiram igualando-se ao seu controle. O morfotipo médio ndo
apresentou diferencas nos teores de celulose foliar em todos os tempos amostrais.
Na reidratagdo, se observou diferengcas nos teores de celulose foliar entre os
morfotipos, mas néo entre plantas tratadas e controles (Fig. 5). No caule, a seca néo

influenciou nas concentracdes de celulose (Fig. 5).

Na raiz, um decréscimo gradativo de celulose foi observado nos dois
morfotipos, e de forma mais acentuada no morfotipo pequeno. O morfotipo pequeno
apresentou declinio desse polimero no 12° e 17° dia de seca (Fig. 5). Na reidratacao,

ocorreu aumento rapido nas concentracdes de celulose de raiz das plantas tratadas
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do morfotipo pequeno, mantendo valores superiores ao seu controle. O morfotipo
médio apresentou aumento gradativo da celulose na raiz alcancando valores

superiores ao seu controle no 36° dia de reidratacéo (Fig. 5).

3.4 Variagdes relativa dos efeitos, anélises de PCA e correlagdes

Para identificar o acumulo ou decréscimos dos carboidratos ndo estruturais e
polimeros estruturais na planta inteira com um todo, foram calculadas as variacdes
relativas dos efeitos da seca e reidratacéo, considerando como base os controles de
cada morfotipo (Fig. 6). Se evidenciou uma alta variagcdo dos carboidratos dos dois
morfotipos quando submetidos a seca severa. O morfotipo médio apresentou maiores
incrementos duplicando as concentracdes dos acucares sollaveis, principalmente de
glicose, frutose e rafinose, acompanhado de menores decréscimo de amido em
comparacao do morfotipo pequeno. Contudo, o morfotipo pequeno apresentou razéo

AS:NSC 5% maior que o morfotipo médio (Fig. 6).

Em relac&o aos polimeros estruturais, o morfotipo médio apresentou maiores
concentracdes de hemicelulose e lignina na seca, sendo, respectivamente, 13% e 6%
maiores que o morfotipo pequeno. Na reidratacdo se observou menores taxas de
variacdo dos acuUcares soluveis dos dois morfotipos. Porém, o morfotipo médio na
reidratacdo apresentou acumulo de carboidratos ndo estruturais totais (NSCr) e de
amido, com 9% e 7% respectivamente superior que as concentracdes do morfotipo
pequeno. Os polimeros de parede celular apresentaram variacfes minimas na fase

de reidratagéo nos dois morfotipos (Fig. 6).
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Figura 14: Variacao relativa dos efeitos da seca e reidratacdo em relagédo aos controles na planta

Para definir quais varidveis dos carboidratos ndo estruturais e polimeros da

as diferencas (Fig. 7).

by

parede celular explicam melhor as diferencas e semelhancas em cada 6rgéo, 0s
dados foram submetidos a andalise de componente principal (PCA). Esse tipo de
estatistica multivariada junto com a correlacdo de Pearson permitiu distinguir
correlagdes nos pontos avaliados de seca e reidratacdo entre as variaveis analisadas.
Quanto mais proximos os pontos de cada morfotipo e mais proximos os pontos de

cada variavel, maiores as semelhancas entre eles, e quanto mais distantes, maiores
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Figura 15: Analise multivariada de componente principal-PCA (A,C,E) e correlacao de Pearson (B,D,F)
das variaveis relativas aos carboidratos ndo estruturais e polimeros da parede celular em folhas, caule
e raizes de plantas juvenis dos morfotipos pequeno e médio de P. echinata tratadas com suspensao

hidrica (seca) seguida de reidratagao (chuva).
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Observou-se que a variancia dos componentes (PC1 e PC2) apresentam uma
proporcdo acumulativa entre as duas componentes de 62.4%, 78.2% e 73.9% em
folha, caule e raiz, respectivamente, demostrando representatividade na correlagéo
das variaveis e no agrupamento dos tempos avaliados de seca e reidratacdo (Fig. 7).
Em folhas, os dois morfotipos apresentaram agrupamentos correlacionados com 0s
carboidratos e a lignina na fase de suspenséao hidrica. No 7° dia de suspenséo hidrica
0 morfotipo pequeno apresentou maior contribuicdo com os NSCr. Nos 12° e 17° dias
de seca, os dois morfotipos no diferiram entre si no seu agrupamento, sendo explicado
por os acguUcares soluveis, AS:NSC, rafinose, hemicelulose e lignina. Essas variaveis
em mencao se correlacionam negativamente com o Wwp foliar. Porém o Wwp da folha
se correlaciona positivamente com o amido. Na reidratagéo, o agrupamento dos dois
morfotipos exibe pouca explicacdo das variaveis analisadas (Fig. 7A e 7B).

Em caule, os dois morfotipos apresentam agrupamentos diferenciados. O
morfotipo pequeno em suspensao hidrica se correlaciona com a sacarose, myo-
inositol e AS:NSC. J& o morfotipo médio correlaciona-se com rafinose, hemicelulose
e lignina (Fig. 7C). Na raiz, o morfotipo médio sob seca apresentou agrupamento com
0s acucares redutores (glicose e frutose), enquanto o morfotipo pequeno sob seca
agrupou-se com rafinose e sacarose (Fig. 7E). Na reidratacdo, o agrupamento dos
dois morfotipos exibe pouca explicacdo e ralacdo com as variaveis analisadas (Fig.
7A, 7C, 7TE). Sob seca observou-se que o0 amido € correlacionado negativamente com
0os AS em caule e raiz. A lignina apresenta uma correlagdo positiva com a
hemicelulose em caule e negativa com celulose em raiz dos dois morfotipos (Fig. 7D,
7F).

Uma vez identificados os agrupamentos dos morfotipos com as variaveis dos
carboidratos e o polimero lignina, observou-se que os agrupamentos e correlacées
em geral sdo explicados na fase de seca nos dois morfotipos. No morfotipo médio sob
seca observou-se correlagdes negativas fortes entre a diminuicdo do Wwp foliar com
0s AS (r’=0.81) e NSCrt (r’=0.82). Porém, a reducdo do Wwp foliar com o amido
apresentou uma correlacdo positiva fraca de r’=0.67 (Fig. 8A). Em contraste o
morfotipo pequeno sob seca apresentou uma correlagdo positiva alta entre a
diminuicdo do Wup foliar com o amido (r°=0.85) e NSCr (r’=0.89). E uma fraca

correlacdo (r’=0.64) com os AS (Fig. 8B).
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Em relacdo aos polimeros de parede celular, o morfotipo médio sob seca
apresentou uma correlacdo negativa alta entre a diminuicéo do Wwp foliar com a lignina
(r°=0.74) e as hemiceluloses (r’=0.78) (Fig. 8C). O morfotipo pequeno mostrou
correlacdo forte entre a diminuicdo do Wwp foliar com as hemiceluloses (r>=0.73) e com

a celulose (r’=0.81) (Fig. 8D).
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Figura 16: Efeito da seca no decréscimo do Wy, folhar e sua correlagdo com as concentracées
dos carboidratos néo estruturais e polimeros de parede celular de folhas em plantas juvenis dos

morfotipos pequeno e médio de P. echinata tratadas com suspenséo hidrica (seca).

Em caule, o morfotipo médio apresentou alta correlacdo negativa (r’=0.71)
entre 0 amido e os agucares redutores (glicose e frutose). Nao houve correlagéao entre
amido e sacarose no caule do morfotipo médio. O morfotipo pequeno apresentou alta
correlacdo negativa (r’=0.79) entre o amido e a sacarose, e uma fraca correlacédo

(r°=0.46) entre amido com os acUcares redutores (Fig. 9).
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Figura 17: Efeito da seca no decréscimo das concentracdes do amido no caule e sua correlagdo

com a sacarose e os agucares redutores (glicose e frutose) de caule em plantas juvenis dos

morfotipos pequeno e médio de P. echinata tratadas com suspenséo hidrica (seca).

Em relacdo aos polimeros de parede celular no caule das plantas sob seca

observou-se correlagbes positivas entre a lignina e a hemicelulose nos dois

morfotipos, sendo uma correlagéo forte (r>=0.84) para o morfotipo médio e uma fraca

(r°=0.43) para o morfotipo pequeno. N&do se observou correlacdo entre lignina e

celulose no caule de ambos os morfotipos (Fig. 10).
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Figura 18: Correlacdo entre as concentracdes de lignina com hemicelulose e celulose no caule

em plantas juvenis dos morfotipos pequeno e médio de P. echinata tratadas com suspensédo

hidrica (seca).
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Em raiz sob seca, o morfotipo médio apresentou alta correlacdo negativa
(r°=0.72) entre o amido e os acUcares redutores (glicose e frutose), sem apresentar
correlagdo amido-sacarose. Na raiz do morfotipo pequeno sob seca nao foram

observadas correlagbes entre o amido com os acgUcares redutores e sacarose (Fig.

11).
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Figura 19: Efeito da seca no decréscimo das concentra¢bes de amido na raiz e sua correlacéo
com a sacarose e 0s acucares redutores (glicose e frutose) de raiz em plantas juvenis dos

morfotipos pequeno e médio de P. echinata tratadas com suspenséao hidrica (seca).

Com respeito aos polimeros de parede celular na raiz sob seca, o morfotipo
médio apresentou correlagdo positiva forte (r>=0.72) entre a lignina e a hemicelulose,
e entre lignina e celulose uma correlacdo negativa fraca (r’=0.52). O morfotipo
pequeno apresentou correlacdo negativa forte (r>=0.75) entre lignina e celulose. Entre

lignina e hemicelulose da raiz do morfotipo pequeno néo se observou correlacao (Fig.

12).
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Figura 20: Correlagcéo entre as concentragdes de lignina com hemicelulose e celulose na raiz em
plantas juvenis dos morfotipos pequeno e médio de P. echinata tratadas com suspensao hidrica

(seca).

4. DISCUSSAO

A simulacao do déficit hidrico reduziu o Wwp foliar nos dois morfotipos de P.
echinata. No entanto, o morfotipo pequeno mostrou maior sensibilidade ao mostrar
decréscimo mais rapido de Wwp em relagéo ao morfotipo médio. Ambos os morfotipos
apresentaram valores de Wwp préoximo a -3,0 MPa no 17° dia de seca, sendo
considerado um estresse hidrico severo. Sabe-se que a sensibilidade de
determinados processos fisioldgicos ao déficit hidrico €, em grande parte, um reflexo
da estratégia da planta em lidar com a disponibilidade de &gua no solo e o potencial
hidrico das células do mesofilo. Destacando que o estresse hidrico moderado € aquele
em que o Wwesta entre -0.8 e -2.0 MP, e o estresse hidrico severo aquele com WYy <
-2.0 MPa em plantas mesdfitas (TAIZ et al., 2017).

Concomitantemente com a diminuicdo do YWwp foliar, as plantas dos dois
morfotipos de P. echinata sob déficit hidrico apresentaram respostas diferenciadas,
aumentando ou diminuindo os reservatdrios de carbono nao estrutural e os polimeros
das paredes celulares de acordo com o tempo de exposicdo ao tratamento. As
dindmicas nas concentracdes de carbono com o avanc¢o do estresse hidrico variaram
de acordo com o oOrgao vegetativo (folha, caule, raiz) mostrando relacdo com os

hébitos ecoldgicos das plantas dos morfotipos. Ja na fase de reidratacéo, as plantas
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tratadas dos dois morfotipos ajustaram as concentracfes de carboidratos né&o
estruturais e de polimeros de paredes celulares (exceto celulose) igualando-se aos
seus controles. Esses resultados confirmam informacdes de que em algumas
espécies tropicais os teores dos NSCr e de suas fracdes se ajustam de forma
dindmica entre 6rgaos vegetativos, especialmente em épocas de menor precipitacao
(Martinez-Vilalta et al., 2016).

De maneira geral, para o morfotipo médio (tolerante ao sol) bem adaptado a
ambientes mais secos e quentes, 0s teores de AS aumentaram e foram o0s
determinantes para o aumento dos NSCr sob seca severa. Da mesma forma,
aumentou a lignificacéo e teores de hemiceluloses em folha, caule e raiz. Assim, o
morfotipo pequeno tolerante a sombra adaptada a ambiente mais imido e fresco, para
lidar com o déficit hidrico, apresentou respostas mais imediatas, ou seja, em menor
tempo de exposicdo, sendo seca moderada em comparacdo ao morfotipo médio. Isso
confirma a existéncia de caracteristicas funcionais em nivel intraespecifico (HARDING
et al., 2009). Apesar de o morfotipo pequeno ter apresentado incrementos dos AS,
hemiceluloses e lignina, seus valores ficaram abaixo do morfotipo médio em seca

severa.

A seca induziu, em ambos os morfotipos, deplecdo de amido. Em folha e caule,
a diminuicdo do amido foi mais acentuada nas plantas do morfotipo pequeno. Efeito
contrario foi observado na raiz com as plantas do morfotipo médio mostrando
concentracbes de amido inferiores ao do morfotipo pequeno. Esses resultados
condizem com os relatos de Signori-Muller et al. (2021) de que amido em folhas de
plantas tropicais podem diminuir em até 81% na estac&do seca. Em Eucalyptus obliqua,
os estoques de amido esgotaram em raizes e caule no estresse hidrico do verao
(SMITH et al., 2018). Uma proporcéo significativa do “pool” de amido pode representar
armazenamento funcional para sua utilizacdo imediata (DIETZE et al., 2014) pois a
deplecdo do amido contribui para a sobrevivéncia das plantas em condigfes
estressantes (MARTINEZ-VILALTA et al. 2016).

A deplecdo do amido nos Orgaos vegetativos dos dois morfotipos pode estar
relacionada a diminui¢éo do transporte de assimilados do érgao fonte (folha) para os
orgaos drenos (caule e raiz) sob déficit hidrico. O estoque de amido nos diferentes
orgaos, sugere maior eficiéncia no requerimento da glicose sem provocar alteragdes
nas condi¢des hidricas das células (HARTMANN; TRUMBORE, 2016). As plantas
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remobilizam sua reserva de amido para liberar energia, acucares e metabdlitos para
mitigar o estresse abiotico (THALMANN; SANTELIA, 2017). Neste caso, nos dois
morfotipos de P. echinata, a deplecdo do amido contribuiu no aumento de AS
sugerindo uma possivel fungdo de osmorregulacao, protecao e reparacao dos tecidos
gue sofreram danos pela seca, evitando a mortalidade por falta de carbono (JIN et al.,
2018). O aumento das concentracdes dos AS nos dois morfotipos quando expostos a
déficit hidrico foi evidenciado com maior intensidade no caule. Maiores concentracdes
de AS podem simplesmente ser mantidas acima dos limites minimos para evitar o
comprometimento do funcionamento metabdlico ou morte celular (MARTINEZ-
VILALTA et al. 2016).

As razbes AS:NSCr foram incrementadas nas plantas tratadas dos dois
morfotipos. No entanto, o morfotipo pequeno apresentou maior razdo AS:NSCrtem
folha e caule, enquanto o morfotipo médio em raiz. O acumulo de AS nas raizes em
resposta a baixa disponibilidade hidrica contribui para possivel osmorregulacédo e
eficiéncia do sistema radicular para a absor¢éo de agua e nutrientes (DURAND et al.,
2016). Os nossos resultados concordam com o mostrado por Signori-Mdller et al.,
(2021) de que a razéo de AS:NSCr nas folhas aumenta expressivamente em plantas
tropicais sob seca, implicando em um papel importante do AS na mediacdo do
estresse hidrico. Porém, ajustes da razdo de AS:NSCr foliar ndo foram observados
em espécies arbdéreas menos adaptadas ao déficit hidrico, mesmo em condicdes de
seca severa (SIGNORI-MULLER, 2021).

O aumento de myo-inositol em folha e caule nas plantas dos dois morfotipos
sob seca, e de forma mais acentuada no morfotipo pequeno confirma informacdes de
que altas concentracdes de ciclitdis/myo-inositol sao encontradas em plantas
tolerantes a estresse osmotico (VERNON et al. 1993). Os ciclitéis tém sido estudados
principalmente, por estarem relacionados a tolerancia a desidratacdo, podendo estar
presentes nos diferentes 6rgdos vegetativos, e estar envolvidos em processos de
osmorregulacdo, bem como na osmoprotecdo de macromoléculas e membranas
(MERCHANT et al., 2010; AL-SUOD et al., 2017; LAHUTA et al., 2018; SOUDEN et
al., 2020). Acumulagdo de agucares e ciclitols podem contribuir na resisténcia a
embolia do xilema e facilitar o enchimento de vasos do xilema embolizados apés
restaurando a irrigagdo como no caso do Eucalipto camaldulensis (SOUDEN et al.,
2020).
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Sob seca, detectamos aumentos de rafinose nas plantas dos dois morfotipos,
sendo maiores no morfotipo médio. A biossintese de rafinose inicia-se a partir da
formacao de galactinol, catalisando a transferéncia de UDP-D-galactose para mio-
inositol. Oligossacarideos da familia da rafinose (RFOs) sédo considerados metabdélitos
que auxiliam a planta a tolerar condicbes de estresse (PETERBAUER E RICHTER,
2001). Plantas de Arabidopsis thaliana submetidas ao estresse hidrico e salino
desencadeiam a expressdo do gene galactinol sintase, e acumularam altos niveis de
rafinose (TAJI et al. 2002).

Nas folhas das plantas tratadas com seca dos dois morfotipos ndo se
observaram aumentos de sacarose e glicose quando comparadas com seus controles.
Possivelmente, houve remobilizacdo desses fotoassimilados do 6rgéo fonte (folhas)
para os érgaos dreno (caule e raiz), para processos de osmoregulacéo e protecao das
membranas celulares, ou para requerimentos de fontes de energia para manutencao
do metabolismo. Resultados semelhantes foram relatados por Gasparini (2019). Para
esse autor, menor concentracéo de sacarose foliar e maior concentracao de sacarose
radicular foram observados nos mesmos morfotipos de pau-brasil sob alta
temperatura e baixa umidade associados ao déficit hidrico. Esses agUcares podem

estimular o desenvolvimento das raizes sob estresse hidrico (DURAND et al., 2016).

As maiores concentracdes de sacarose em caule e raiz em plantas do morfotipo
pequeno sob seca, pode ser um indicativo da maior remobilizacédo da sacarose para
0s 6rgados dreno, ou resultado da deplecdo do amido nesses 6rgdos (Figuras 2 e 4).
As variacdes das concentracdes dos acucares redutores (glicose e frutose) também
podem ser interpretadas como indicativo da deplecdo do amido e ndo da quebra de
sacarose. Isto, pode ser explicado a que possivelmente o morfotipo pequeno
apresentou menor atividade enzimética das invertases e, consequentemente, menor
intensidade na quebra das moléculas de sacarose nos érgdos dreno. Ja no morfotipo
médio, a falta de diferenga de sacarose com seu controle nos trés érgaos vegetativos
sugere uma quebra da sacarose nas folhas e deplecdo do amido sob seca, refletindo
no aumento de frutose e glicose. Invertases que catalisam a quebra da sacarose em
glicose e frutose, podem ser ativadas para suprir necessidades metabdlicas no

controle de osmorregulacdo em condic¢des estressantes (RYBUS-ZAJAC et al., 2014).

O aumento de glicose e frutose nos dois morfotipos, e de forma mais acentuada

no morfotipo médio sob seca severa, pode ser resultado da maior atividade de outras
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vias metabolicas de aclUcares como a via das pentoses fosfato. Esta via metabdlica
fornece eritrose 4-fosfato para a via de compostos fendlicos (HILAL et al., 2004). Em
condicdes de estresse hidrico as plantas podem recorrer a vias metabdlicas que
minimizam os efeitos deletérios da seca através da biossintese de compostos
fendlicos. A rota das pentoses fosfato com o seu intermediario eritrose-4-fosfato
produz acido chiquimico que leva a formacdo de lignina e fendlicos secundarios
variados como flavondides e taninos. Esses compostos estdo envolvidos em
mecanismos de defesa contra estresse bibtico e abiético, minimizando a formacao de
espécies reativas de oxigénio (ERQO’s) (TAIZ et al., 2017; IRFAN et al., 2019).

Nos dois morfotipos, o estresse hidrico induziu alteracbes na estrutura da
parede celular. Sabe-se que as plantas expostas ao déficit hidrico podem apresentar
alteracdes morfolégicas como resultado de modificagBes na parede celular da planta
(LE GALL et al., 2015). Na tolerancia vegetal as condicbes de estresse abibtico, o
ajustamento da parede celular € um fenébmeno importante (HAMANN, 2012). Portanto,
0S mecanismos de tolerancia parecem ser complexos e as respostas ao estresse
relacionadas a parede celular podem variar entre espécies e 0Orgdos vegetais
(SASIDHARAN; VOESENEK; PIERIK, 2011).

A celulose em folha do morfotipo pequeno aumentou no inicio da seca e na
medida que o estresse hidrico avangou sua concentracao sofreu reducao atingindo
valores inferiores ao controle. O morfotipo médio ndo apresentou alteracbes de
celulose na folha. As menores concentracdes de glicose e sacarose na folha das
plantas estressadas do morfotipo pequeno poderia ser explicada em que esses
compostos possivelmente foram utilizados para maior sintese de celulose na fase de
seca moderada. Segundo Novaes et al.,, (2010), a quebra de sacarose gera 0s
precursores da biossintese de celulose e hemicelulose.

No caule, a seca nao alterou a celulose em plantas dos dois morfotipos. Ja4 em
raiz, decréscimos na quantidade desse polissacarideo foram observados, e de forma
mais acentuada no morfotipo pequeno. A biossintese de celulose pode ser alterada
em resposta ao déficit hidrico (LE GALL et al., 2015). Na reidratacdo, observou-se
incremento nas concentracoes de celulose de raiz das plantas tratadas dos dois
morfotipos, e de forma mais acentuada no morfotipo pequeno, mantendo valores
superiores ao seu controle. Isso sugere que o metabolismo e o desenvolvimento

retornaram apoés a reidratacdo, com maior alocacéo de carbono estrutural associada
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a manutencdo da integridade da parede celular e pressdo de turgescéncia
(BUCKERIDGE et al., 2008), além de priorizar o crescimento da raiz, érgédo provedor

de &gua para as partes areas da planta.

Por outro lado, as hemiceluloses e lignina nos dois morfotipos aumentaram sob
déficit hidrico. Porém, as hemiceluloses do morfotipo médio apresentaram valores
superiores ao morfotipo pequeno em folha e caule. Esse resultado pode ser explicado
pelos maiores teores de AS nos dois morfotipos sob seca. Isso parece ter
proporcionado maior incremento de carbono disponivel nas plantas sob déficit hidrico

e, consequentemente, maior sintese de hemiceluloses (HARDING et al., 2009).

Os menores teores de sacarose em plantas do morfotipo médio poderia ter
favorecido a sintese de hemiceluloses, uma vez que a quebra de sacarose prové
precursores para a sintese de hemicelulose (NOVAES et al., 2010). As hemiceluloses
estdo envolvidas na protecdo a seca. Em alguns casos, o aumento de xiloglucanos
proporciona maior resisténcia ao estresse hidrico e salino (CHO et al., 2006). Os
xiloglucanos estao envolvidas na reestruturacao da parede celular e na deposi¢céo da
parede secundaria (BOURQUIN et al., 2002), confirmando seu papel no enrijecimento
da parede celular (YANG et al., 2006). De fato, plantas mutantes de A. thaliana com
deficiéncia de xiloglucanos apresentaram paredes celulares mais fracas (CAVALIER
et al., 2008).

A lignina seguiu padrédo similar das hemiceluloses, apresentando maiores
concentragdes nas plantas do morfotipo médio em comparacéo ao morfotipo pequeno
sob seca. Isso sugere que possivelmente o morfotipo médio teve maior atividade nas
rotas das pentoses fosfato, minimizando os efeitos deletérios das espécies reativas
de oxigénio (ERO’s). Sabe-se que a seca estimula o aumento das ERO’s o envolvidas
nas ligagcbes entre os componentes da parede celular e no seu enrijecimento
(O'BRIEN et al.,, 2012). A peroxidase, catalisa ligacdes cruzadas entre grupos
fendlicos servindo de base para a formacao da lignina (TAIZ et al., 2017), o que pode
ter ocorrido no morfotipo médio. Em estudo com Saccharum spp., o déficit hidrico
aumentou em aproximadamente 60% o teor de lignina no xilema secundario das
plantas desse género (MAZZAFERA et al.,, 2015). Maior concentragdo de lignina
sugere enrijecimento e prote¢cdo de vasos condutores xilematicos, podendo otimizar o
fluxo de agua e nutrientes, caracteristica tipica de espécies heliofilas (ZANNE et al.,
2010).
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N&o obstante, um aumento das ERO’s pode, também, causar degradacao na
parede celular (SHOPFER, 2001). Segundo Moore (2008), a deficiéncia hidrica afeta
as ligacbes de hidrogénio entre os polissacarideos de parede celular, alterando suas
propriedades biofisicas e, consequentemente, o crescimento vegetal. Assim, as
paredes celulares de alguns tecidos poderiam ter sido enrijecidas, enquanto as
paredes celulares de tecidos com funcdo primaria no crescimento passam por
afrouxamento (FAN, 2006).

O caule e raiz do morfotipo médio apresentaram correlacdo positiva forte entre
lignina e hemicelulose, confirmando as correlacdes fortes entre lignina e os
carboidratos estruturais (hemicelulose e celulose). No morfotipo pequeno ocorreu
correlacdo negativa entre lignina e celulose na raiz. As hemiceluloses estdo
intimamente correlacionadas a lignina atuando como fases de cimentacao da celulose,
por proporcionar ligagdes cruzadas entre as microfibrilas de celulose e as ligninas,
originando o complexo lignina-carboidratos (LAWOKO et al.,, 2006; ANSELL;
MWAIKAMBO, 2009).

Assim, lignina e hemicelulose apresentam-se como covariaveis na explicacao
e/ou indicativo de niveis diferenciados de protec¢ao para minimizar os efeitos deletérios
da seca. Possivelmente, melhorando as necessidades de conducdo da agua nos
tecidos vasculares dos dois morfotipos. A lignina proporciona, ainda, rigidez e
hidrofobicidade, fundamental para as necessidades de conducao de agua nos tecidos
vasculares (BERGLUND et al., 2020). Portanto, a lignificacdo pode reforcar a
resisténcia e rigidez das paredes celulares, podendo ser uma componente chave da

resposta da planta ao estresse ambiental como a seca (LE GALL et al., 2015).

Por sua vez, o aumento nas concentracdes de hemicelulose poderia contribuir
para tornar a rede celulose-hemicelulose mais rigida, e juntamente com a lignina,
diminuir a capacidade de expanséo da parede celular como medida de protecdo em
condi¢cdes de restricdo hidrica. Tecidos que cessam 0 crescimento aumentam o
enrijecimento da parede celular como uma resposta protetora ao estresse (FAN,
2006). O enrijecimento da parede celular como resultado das associagdes entre 0s
polimeros estruturais dificulta sua solubilizacdo, enquanto o afrouxamento apresenta
efeito oposto (LEUCCI et al.,, 2008). Em contrapartida, o enrijecimento da parede
celular pode afetar o crescimento sob seca. Como o descrito por Amano (2007), o
pau-brasil pode apresentar inatividade cambial dependendo da regiéo de distribuicao,
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embora com duracdo diferente, principalmente relacionada a baixa disponibilidade

hidrica no solo.

5. CONCLUSOES

Sob seca, o morfotipo tolerante & sombra apresentou respostas mais imediatas,
alterando os NSC e polimeros de parede celular em comparacdo ao morfotipo
tolerante ao sol. Com o0 avanco da seca, o morfotipo tolerante ao sol apresentou
incremento nas concentracdes dos AS, hemiceluloses e ligninas, acompanhado de
deplecdo do amido. Porém, menos intenso em relacdo ao morfotipo pequeno. A
deplecdo de amido nos dois morfotipos sob déficit deve ter contribuido para a
demanda de acucares para os ajustes de osmorregulacdo, protecdo e possivel
reparacao dos tecidos vegetais. Os 6rgdos mais sensiveis as variagdes de acucares
soluveis (glicose, frutose, sacarose, myo-inositol e rafinose) e de amido em resposta

a seca foram caule e raiz, independentemente do morfotipo.

O morfotipo tolerante a sombra apresentou aumento dos AS sob seca
moderada, possivelmente para manter a regulacdo osmotica. Porém, a seca severa
nesse morfotipo exigiu maior quebra de amido. Os AS acumulados durante a seca
devem ter sido utilizados na manutencgéao celular, refletindo na diminuicdo dos NSCr.
O morfotipo tolerante ao sol apresentou aumento dos AS e os NSCt sob seca como
parte de sua estratégia de regulacdo de sua pressdo osmotica. Além disso, também
apresentou maiores concentracfes dos acucares redutores sob seca, em relagcédo ao
morfotipo tolerante a sombra. Esse fato poderia estar correlacionado com a maior
afinidade do morfotipo tolerante ao sol com as vias metabdlicas antioxidantes, como
as pentoses fosfato precursora da biossintese de compostos envolvidos em

mecanismos de defesa contra estresse hidrico, como a lignina.

O aumento de lignina e hemicelulose nos dois morfotipos apresentam-se como
covariantes no enrijecimento das paredes celulares e seguranca hidrica xilematica, no
sentido de conferir protecdo contra os efeitos deletérios da seca. Porém, o morfotipo
tolerante ao sol exibiu maior capacidade de ajustes fisioldgicos contra a seca severa.
As respostas dos polimeros da parede celular integrado com as altas correlacdes
entre NSCr, acgUcares redutores e AS acompanhados de decréscimo de amido,

indicam niveis de tolerancia diferenciadas entre os morfotipos frente a seca severa.
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Assim, os habitos dos morfotipos refletiram nas suas estratégias fisioldgicas para
ajustar a alocacao dos carboidratos na tolerancia a seca. Concluimos que, se a seca
das mudancas climaticas nas regides de dominio da Mata Atlantica se instalarem nas
proximas décadas, e considerando que o morfotipo pequeno € o que tem a distribuicéo
mais ampla, possivelmente no estabelecimento inicial a populacdo natural deste
morfotipo tolerante & sombra possa sofrer reducéo ou alteracao na sua distribuicao,
devido a sua menor tolerancia ao déficit hidrico em relacdo ao morfotipo tolerante ao
sol. E por sua vez reducéo nas populacdes naturais de Paubrasilia echinata. Embora,
no presente estudo, ndo se constatou mortandade até o maximo de estresse hidrico

imposto aos 17° dias.
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