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RESUMO

Eichholz, Rodrigo Fernando. Comportamento fisiolégico de Sapindus
saponaria L. submetida a restricdo hidrica. 2015. 46f. Dissertacao
(Mestrado) - Programa de PoOs-Graduacao em Fisiologia Vegetal. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas-RS.

A acédo do homem sobre o meio ambiente traz consequéncias prejudiciais ao
ecossistema; diferentes espécies, como a Sapindus saponaria L. sao
estabelecidas em plantios pioneiros na recuperacao de areas degradadas. Os
vegetais, diante desses cenarios, experimentam flutuacbes e estresses
ambientais, como é o caso do estresse hidrico, caracterizado como uma das
maiores causas de mortalidade e de retardo de crescimento de espécies
nativas em areas degradadas, atuando em diversos processos fisiolégicos das
plantas. Isto posto, o objetivo deste trabalho foi o de estudar as respostas
fisiolégicas de plantas de S. saponaria cultivadas em estadio inicial de
desenvolvimento, sob condicBes de déficit hidrico. Para tanto, sementes foram
semeadas em bandejas contendo substrato comercial e cultivadas em casa de
vegetacdo. Apds 60 dias da semeadura, as plantas foram transferidas para
vasos plasticos, perfurados (capacidade de 8L), mantendo-se uma planta por
vaso. Trés meses apds o transplante, os vasos foram pesados e a altura e
diametro do caule das plantas aferidos. Neste momento, foram estabelecidos
trés regimes hidricos: irrigado, parcialmente irrigado e néo irrigado; sob os
quais as plantas foram cultivadas durante 75 dias, sendo feitas avaliacdes e
coletas em intervalos de 15 dias. Foram avaliados parametros de crescimento,
teor relativo de agua em folhas, indice de clorofilas, teores de prolina, peréxido
de hidrogénio e peroxidacdo lipidica, além da atividade de enzimas
antioxidantes. Para cada periodo de avaliacdo foram coletadas quatro plantas
por tratamento, sendo a unidade experimental composta por uma planta em
delineamento experimental inteiramente casualizado. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia, e as médias, comparadas pelo teste Tukey,
a 5% de probabilidade. Com base nos resultados obtidos, plantas de S.
saponaria parcialmente irrigadas apresentaram reducdo na taxa de
crescimento, indices de clorofila a e b e atividade da APX somente a partir de
60 dias de estresse, embora observado um aumento significativo na
peroxidacdo de lipidios aos 30 e 45 dias. Por outro lado, quando nao irrigadas,
nao houve um padréo de respostas, mas em termos gerais pode-se inferir que
h& um nivel de tolerancia de até 45 dias de estresse, uma vez que apés este
periodo a maioria dos parametros avaliados apresentaram respostas negativas.

PALAVRAS - CHAVE: Saboneteira, estresse hidrico, crescimento, estresse

oxidativo.



ABSTRACT

Eichholz, Rodrigo Fernando. Physiological behavior of Sapindus saponaria
L. submitted to water restriction. 2015. 46f. Dissertation (Master’s) - Post-
Graduate Program in Plant Physiology. Federal University of Pelotas, Pelotas-
RS.

The man action on the environment carries injurious consequences to the
ecosystem. Thus, different species, such as Sapindus saponaria L., are being
established in pioneer plantations in degraded areas. The plants, on these
scenarios, experience fluctuations and environmental stresses, such as water
stress, characterized as a major cause of mortality and growth retardation of
native species in degraded areas, acting in several physiological processes of
plants. Based on this, the aim of the work was to study the physiological
responses in S. saponaria plants grown in early development stage under
drought conditions. For this, seeds were seeded in trays containing commercial
substrate and grown in the greenhouse. After 60 days from seeding, the plants
were transferred to perforated plastic pots (8L capacity), keeping one plant per
pot. Three months after transplantation, the pots were weighed and the heights
and the stem diameters of plants were measured. This time were established
three irrigation levels: irrigated, partially irrigated and non-irrigated, under which
the plants were grown for 75 days; reviews and collections were made every 15
days. Growth parameters, relative water content in leaves, chlorophyll index,
proline contents, hydrogen peroxide and lipid peroxidation, as well as activity of
antioxidant enzymes were evaluated. For each evaluation period were collected
four plants per treatment, and the experimental unit consisting of a plant in a
completely randomized design. The results were submitted to analysis of
variance, and means were compared by Tukey test at 5% probability. Based on
the results, S. saponaria plants partially irrigated shown reduced growth rate,
chlorophyll index and APX activity only after 60 days of stress, although a it was
a significant increase in lipid peroxidation at 30 and 45 days. On the other hand,
when non-irrigated, there was no response pattern, but in general terms, the
results may indicate a tolerance level within 45 days the stress. After this
period, the majority of parameters showed negative responses.

KEYWORDS: Soap, water stress, growth, oxidative stress.
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1. Introducéo

A utilizacdo dos recursos naturais pelo ser humano nunca foi t&o
guestionada como na atualidade. O meio cientifico tem se esforcado em
estudar formas de recuperacao de ecossistemas degradados pelo homem para
a manutencao de todas as formas de vida existentes no planeta (ALVARENGA;
BOTELHO; PEREIRA, 2006).

A falta de planejamento no uso desses recursos tem resultado na
degradacdo dos ecossistemas florestais. A agdo do homem sobre o meio
ambiente traz consequéncias prejudiciais ao ecossistema. Diante disso,
diferentes espécies sao estabelecidas em plantios pioneiros na recuperacao de
areas degradadas (SANTOS et al., 2012). Dentre elas, destaca-se a Sapindus
saponaria L., pertencente a familia Sapindaceae, conhecida popularmente
como sabao-de-soldado, saboneteira e sabdo-de-macaco (SOUZA &
LORENZI, 2005).

Aspectos relacionados a fisiologia das arvores tropicais tém recebido
grande atencdo, uma vez que modificagdes no cenario florestal
(desmatamentos, queimadas e degradacao de solos) refletem diretamente no
funcionamento das plantas e criam incertezas no planejamento de programas
de manejo florestal sustentavel ou de producéo florestal (GEBREKIRSTOS et
al.,, 2006; REINHARDT et al.,, 2007). Diante disso, as espécies vegetais
experimentam flutuacdes ambientais e estresses que modificam a sua
morfologia e a taxa de desenvolvimento, limitando assim a sua producéo e
alterando a sua qualidade (BUXTON & FALES, 1994).

O estresse hidrico € uma das maiores causas de mortalidade e de
deficiéncia de crescimento de espécies nativas em areas degradadas, atuando
em diversos processos fisiologicos das plantas. Em condigcbes de baixa
disponibilidade de agua no solo, varios processos do metabolismo vegetal
podem ser influenciados, como o fechamento estomatico, a reducdo da
condutancia estomatica, a reducao da fotossintese e a transpiracéo, levando
ao declinio da taxa de crescimento (SCALON et al., 2011). A deficiéncia hidrica

também causa acentuada senescéncia foliar e restricdo ao surgimento de
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novas folhas, e o grau dessas alteracbes € decorrente da intensidade do
estresse hidrico e dependente do gendtipo (SMIT & SINGELS, 2006). Desta
forma, torna-se importante o estudo do comportamento dos vegetais com
relacdo a esse fator limitante, no que diz respeito ao estabelecimento e ao
desenvolvimento inicial da planta e a capacidade desta em resistir a estresses
ambientais. Assim, plantas que apresentam maior tolerancia ao estresse
hidrico podem ser priorizadas em projetos de recuperacdo de areas
degradadas (OLIVEIRA et al., 2005). O objetivo deste trabalho foi o de estudar
o comportamento fisiolégico de plantas de S. saponaria cultivadas sob

condicdes de déficit hidrico durante o estadio inicial de desenvolvimento.

2. Reviséao bibliografica
2.1. Sapindus saponaria

A familia Sapindaceae abrange aproximadamente 150 géneros e cerca
de 2000 espécies. Abundante na Asia e na América, apresenta habito muito
diversificado, sendo principalmente de clima tropical (GOOD, 1974). Sapindus
significa “sab&o da india”, em latim, enquanto saponaria refere-se & substancia
saponificante chamada de saponina, encontrada nos frutos (OKLAHOMA
BIOLOGICAL SURVEY, 2003). Os nomes vulgares derivam da substancia que
espuma em contato com a agua, a saponina (BRANDAO et al., 2002). Segundo
Grisi et al. (2013), Sapindus saponaria L., conhecida popularmente como
sabdo-de-soldado, saboneteira e sabao-de-macaco, € uma espécie arboérea
distribuida regularmente nos estados das regiées Norte, Nordeste e Centro-
Oeste do Brasil. Essa espécie possui distribuicdo marcante na regido
amazbnica, com grande importancia para o reflorestamento de areas
degradadas, bem como; para a exploragdo econbmica de sua madeira
empregada na construcao civil, confeccdo de brinquedos e o uso de suas
sementes para o artesanato (OLIVEIRA et al., 2012).

A S. saponaria € uma planta pereniforme ou semidecidua, de ocorréncia
em florestas pluviais e semi-deciduas. A demanda por sementes e mudas
desta espécie tem aumentado para o plantio como arvore ornamental devido

ao baixo porte (até 8 m), copa densa e globosa e, também, como planta
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medicinal, pois suas as raizes, frutos e casca apresentam substancias
adstringentes, antiespasmodicas, calmantes e antitussigenas (LORENZI,
2002), que também podem inibir a germinacdo e o crescimento de outras
espécies (OLIVEIRA et al.,, 2012). As saponinas presentes nos seus frutos
possuem propriedades tensoativas e farmacoldgicas. Esses compostos sao
classificados como triterpendides e apresentam atividade antiulcerativa e
antineoplasica (ALBIERO et al., 2001). Embora se conheca a composi¢cado
fitoquimica do fruto dessa espécie e seus efeitos como propriedades
farmacéuticas, poucos trabalhos referem-se ao seu potencial alelopético sobre
outras espécies de plantas. O interesse na exploracdo de compostos do
metabolismo secundario é visto como uma alternativa estratégica na

agricultura, inclusive para o controle de ervas daninhas (ALVES et al., 2003).

Figura 1. Plantas de Sapindus saponaria L. cultivadas sob trés regimes hidricos: | — Irrigado; Pl
— Parcialmente Irrigado e NI — N&o Irrigado.

Fonte: Rodrigo Eichholz - 2014

A propagacdo dessa espécie pode ser realizada por sementes ou por
estacas (FERRIANI et al., 2010). A S. saponaria produz anualmente grande
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quantidade de sementes com viabilidade de armazenamento superior a um
ano. Na producdo de mudas por sementes, os frutos devem ser coletados
diretamente da arvore e, quando iniciarem sua queda espontanea, devem ser
levados ao sol para secar e facilitar a retirada das sementes, que podem
germinar sem tratamento, porém, com taxas geralmente moderadas a baixas
(LORENZI, 1992). A dorméncia das sementes é resultante do tegumento
impermeavel que as reveste; as condi¢des ideais para o teste de germinacao
ainda nao foram definidas (OLIVEIRA et al., 2012).

2.2. Déficit hidrico

As plantas, durante o seu ciclo de vida, estdo expostas a diversas
situacdes desfavoraveis, como desequilibrios ou estresses, ao nivel do seu
desenvolvimento e crescimento, afetando a produtividade. Neste contexto, um
estresse representa uma alteracao significativa das condicdes favoraveis ao
crescimento e ao desenvolvimento normal de um organismo, o que origina uma
resposta; aos diferentes niveis que passam por alteracBes fisioldgicas,
bioquimicas, moleculares e ainda na expressdo de genes (BUCHANAN et al.,
2000).

As respostas sao desencadeadas numa tentativa da planta de contornar
os efeitos potencialmente prejudiciais causados por ambos 0s tipos de estresse
biético ou abidtico, incluindo luminosidade, seca, salinidade e variacbes de
temperaturas (REDDY et al., 2004; SHAO & CHU, 2005; JALEEL et al., 2006;
SHAO et al.,, 2008). Alteracdes nos fatores abidticos afetam a atividade
fisiolégica das plantas em suas diferentes fases de crescimento. Fatores como
alta irradiancia e baixa disponibilidade hidrica tornam mais dificil o sucesso no
estabelecimento das plantas na fase juvenil (SILVA, 2009).

O déficit hidrico € um dos principais fatores adversos que limitam o
crescimento vegetal e a produtividade da planta devido, principalmente, a
reducdo do potencial hidrico foliar, ao fechamento estomatico que provoca o
declinio da condutancia estomatica reduzindo a concentracéo interna de CO; e,
consequentemente, diminuindo a taxa fotossintética, promovendo um aumento

na formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs) e estresse oxidativo,
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dentre outras alteragbes bioquimicas e moleculares (HONG-BO, 2008). O
estresse hidrico € produzido tanto por deficiéncia de agua no solo quanto por
perda excessiva pela transpiragcdo em relacdo a absorcao feita pelas raizes,
sendo esses processos influenciados por fatores ambientais e por
caracteristicas da propria planta (SANT’ANNA, 2009). O conhecimento das
respostas de crescimento e desenvolvimento, moleculares e bioquimicas é
fundamental para o entendimento dos mecanismos de defesa das plantas
superiores submetidas a condigédo de falta d’agua (REDDY et al., 2004; SHAO
& CHU, 2005; JALEEL et al., 2006; SHAO et al., 2008).

Segundo LECHINOSKI et al. (2007) € necessario conhecer o0s
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos de resposta de cada espécie a esse tipo
de estresse. Os mesmos autores ainda ressaltam que fatores ambientais que
interferem no mecanismo de absorcao e assimilacdo de 4gua e nutrientes terdo
influéncia negativa sobre o metabolismo das plantas, diminuindo o crescimento

e produtividade das culturas.

2.2.1 Mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico.

As condi¢des de estresse bidtico e abidtico impostas as plantas induzem
a superproducao de espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo causar
danos as estruturas celulares e mesmo acarretar a morte da planta (BARBOSA
et al.,, 2014). Os organismos aerobicos, quando em condicBes adversas,
aumentam a producdo de EROs, tais como radicais superéxido (O;7), radicais
hidroxila (OH") e peréxido de hidrogénio (H,O,) durante o metabolismo do
oxigénio (BOWLER et al., 1992; SCANDALIOS, 1993). Para eliminar esses
compostos, as plantas apresentam sistemas enziméticos antioxidantes que
constituem uma importante defesa primaria contra os radicais livres
(CARNEIRO et al., 2011).

As superéxido dismutases (SODs) desempenham papel chave no
sistema de defesa antioxidante através da dismutacéo de O, a H,O, e O,. A
catalase (CAT) produz agua (H»0) e oxigénio (O,) a partir do H,O,; e enzimas
do ciclo ascorbato-glutationa, como a ascorbato peroxidase (APX), detoxifica o
H.O, produzido pela SOD e as peroxidases (MANIVANNAN et al., 2008; BEN
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AHMED et al., 2009; JALEEL et al., 2009). A SOD esta presente em todos 0s
compartimentos celulares susceptiveis ao estresse oxidativo (BOWLER et al.,
1992). A CAT e a APX localizam-se, predominantemente, em peroxissomas,
entretanto, pode ser encontrada também no citosol, em mitocéndrias ou em
cloroplastos (CAKMAK et al., 1993; WILLEKENS et al., 1995; NEMOTO et al.,
1996; CAVERZAN, 2008; PIRES, 2012).

O H;0, é uma EROs moderadamente reativa com uma meia-vida
relativamente longa e cujo pequeno tamanho permite-lhe atravessar
membranas celulares e migrar em compartimentos diferentes. Dessa forma,
difunde os danos e também atua como um mensageiro nas condicbes de
estresse. O H,0, tem acao deletéria, porque participa da reacao formadora de
OHe, o oxidante mais reativo na familia das EROs (GADJEV et al., 2008;
KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

A inducdo da peroxidagdo de lipideos é um dos efeitos mais danosos
das EROs e um indicativo de sua producao, devido a sua reacdo com acidos
graxos insaturados, causando a ruptura de membranas essenciais da
plasmalema ou de outras organelas intracelulares, formando compostos como
o Malondialdeido (MDA) (PEREIRA & PEREIRA, 2012; LIRA, 2012; COSTA,
2012). Assim, a consequéncia direta do dano as membranas celulares pela
peroxidacado lipidica € o extravasamento do conteudo celular (KRUSE et al.,
2006).

A prolina, além de ser um aminoacido essencial, também desempenha
um papel fundamental de osmorregulacdo, osmoprotecdo, estabilizando as
proteinas e removendo as EROs em plantas submetidas a estresse hidrico.
MOLINARI et al. (2007) observaram que a prolina em plantas transgénicas de
cana-de-agucar submetidas ao déficit hidrico atuou mais como um agente
antioxidante do que como um osmoprotetor, jA que ndo ocorreu ajustamento
osmotico nessas plantas em solos secos, havendo, porém, protecdo do aparato
fotossintético.

Enquanto algumas plantas sdo mais tolerantes a situacdes de déficit
hidrico e possuem maior capacidade de resposta, outras sdo incapazes de

produzir determinadas proteinas ou metabdlitos necessarios nas respostas
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fisiolégicas, bioguimicas e moleculares, tornando-se menos tolerantes ou
sensiveis ao estresse (CATTIVELLI et al., 2008).

3. Material e métodos
3.1. Material vegetal e condigbes de crescimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em condicdes ideais
de temperatura e luminosidade, pertencente ao Programa de Pdés-Graduacéo
em Fisiologia Vegetal — UFPel, situada no municipio do Capéo do Leédo, RS.
Os frutos de Sapindus saponaria L. (saboneteira), foram coletados em oito
arvores matrizes em Brasilia — DF no dia 05 de dezembro de 2011 e as
sementes foram beneficiadas manualmente com auxilio de faca/canivete. Apos,
as sementes foram acondicionadas em sacos de tecido e encaminhadas para a
Universidade Federal de Pelotas, em Pelotas- RS. E armazenadas em camara
fria a temperatura de 22 + 6°C e umidade relativa em torno de 62%, no
Laboratério de Anélise de Sementes (LAS). Para a superacdo da dorméncia
das sementes de S. saponaria, foi realizada a escarificacdo quimica com &cido
sulfarico concentrado, durante 60 minutos. Apds, as sementes foram lavadas
com agua para eliminar o excesso do acido. Apés o processo de escarificacao,
as sementes foram semeadas em bandejas multicelulares de polipropileno
expandido contendo turfa fértii como substrato. Decorridos dois meses, as
plantas foram transferidas para vasos plasticos com capacidade para oito litros,
utilizando como substrato uma mistura de solo, esterco bovino e areia nas
propor¢cdes de 3:1:1. Cada vaso continha uma planta e durante o seu
estabelecimento, foram diariamente irrigadas para manter o substrato umido
proximo a capacidade de campo.

Trés meses ap0s o transplante, os vasos foram pesados (KQ)
individualmente e a altura e o didmetro do caule (cm) das plantas aferidos.
Neste momento, foram estabelecidos trés regimes hidricos sob os quais as
plantas foram cultivadas durante 75 dias, sendo as coletas para as analises
descritas abaixo realizadas em intervalos de 15 dias. Os tratamentos foram:
Irrigado () - com base no peso inicial dos vasos, a cada trés dias foram

novamente pesados e a perda de peso resposta em volume de agua, buscando
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manter o substrato proximo a capacidade de campo; Parcialmente irrigado (PI)
- 0s vasos também foram pesados em intervalos de trés dias e a reducao no
peso reposta em volume de agua, entretanto, para simular uma suspensao
gradual da irrigacdo, ao final de cada intervalo de 15 dias, o volume de agua
aplicado foi reduzido em 25%, até o periodo em que a mesma foi
completamente suspensa; Nao irrigado (NI) - ao iniciar o periodo de avalia¢es,
as plantas deste tratamento tiveram sua irrigacdo completamente suspensa.

Para cada periodo de avaliacdo foram coletadas quatro plantas por
tratamento, sendo a unidade experimental composta por uma planta em
delineamento experimental inteiramente casualizado. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia, e as médias, comparadas pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade.

3.2. Andlise de crescimento

A altura das plantas (cm) foi determinada com o auxilio de uma régua
graduada, medindo-se a distancia entre o coleto e o apice caulinar de cada
planta. O didmetro do caule (cm) foi aferido com o auxilio de um paquimetro,
sendo as medidas realizadas a uma altura média de 2 cm acima da superficie
do solo. As medidas da altura e do diametro do caule foram realizadas em
todas as plantas no momento da submissdo aos regimes hidricos e
posteriormente em cada periodo de coleta das plantas com o objetivo de
expressar a taxa de crescimento em cada condi¢cdo hidrica ao longo do
periodo.

Além dos parametros acima citados, foi determinado ainda o teor relativo
de &gua (TRA%) foliar. Para tanto, de cada planta, nos referidos tratamentos,
foram retirados oito discos foliares com aproximadamente 0,5 cm de diametro,
0s quais foram pesados para a determinacdo da massa fresca e em seguida
colocados em placas de Petri, imersos em &gua destilada. Apos 24 horas,
foram enxugados superficialmente para retirar o0 excesso de agua e novamente
pesados para a obtencdo da massa turgida e, logo em seguida,
acondicionados em sacos de papel e levados a estufa de circulagéo forcada de

ar a 65°C, durante 72h, para a determinagcdo da massa seca. De posse dos
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dados de massa fresca (MF), massa turgida (MT) e massa seca (MS), foi
calculado o teor relativo de agua (TRA %), conforme a férmula:
TRA = [(MF- MS/ MT-MS)] x 100.

3.3. indice de clorofilas

Avaliado no inicio da manhd, entre 09 e 10 horas, com o auxilio de um
clorofildmetro digital modelo SOIL CONTROL (CFL-1030). As medidas foram
realizadas em folhas completamente expandidas do terco médio de cada
planta, totalizando 16 leituras por tratamento em cada periodo de coleta.

3.4. Andlises bioguimicas e enzimaticas

Em cada periodo de coleta, folhas completamente expandidas de quatro
plantas por tratamento foram retiradas e acondicionadas em envelopes de
papel aluminio diretamente em gelo, seguido do seu armazenamento em
ultrafreezer a - 80 °C até o momento da determinacédo dos teores de prolina,
perdxido de hidrogénio (H,0O,) e peroxidacao lipidica bem como a atividade das
enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
ascorbato peroxidase (APX).

Prolina: O aminoéacido prolina foi quantificado com base na metodologia
descrita por BATES et al. (1973), modificada por BEZERRA NETO &
BARRETO (2011). Amostras de 200 mg de folhas foram maceradas em N
liquido, seguido da adicdo de acido sulfossalicilico a 3% em homogeneizador.
O extrato obtido foi centrifugado por 10 minutos a 1.000 g. Do extrato
centrifugado foram retirados 0,5 mL e transferidos para tubo de ensaio, somado
a 2,0 mL de ninhidrina &cida, 2,0 mL de acido acético glacial e 2,5 mL de agua
destilada; em seguida os tubos foram tampados e colocados em banho-maria
por uma hora a 100°C e transferidos, imediatamente, para banho de gelo
durante 10 minutos. ApoOs esse procedimento, foram acrescentados 4,0 mL de
tolueno e os tubos agitados vigorosamente, por 20 segundos, para a separacao
das fases. O sobrenadante foi aspirado da fase aquosa, do qual procederam as

leituras em espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 520 nm. A
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concentracdo do aminoacido prolina foi determinada usando-se a curva padrao,
preparada com concentracdes conhecidas de prolina: 0; 0,10; 0,25; 0,50; 1,0;
1,50e2mg L™

Peroxido de hidrogénio e Peroxidagdo lipidica: Para a quantificacédo
destes compostos, os extratos foram obtidos através da maceracdo de 200 mg
de tecido foliar em N; liquido, acrescido de 20% de PVPP e homogeneizado
em uma solucdo de 0,1% (p/v) de &acido tricloacético (TCA), seguido de
centrifugacédo a 12.000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para
tubos eppendorf e em seguida o extrato utilizado para as respectivas
quantificacoes.

O H,0, foi estimado segundo metodologia descrita por VELIKOVA et al.
(2000), onde, 0,5 mL do sobrenadante foram adicionados a 0,5 mL de tampao
fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e 1 mL de iodeto de potassio 1 M. As
leituras foram realizadas em espectrofotometro a 390 nm e o teor de H,0;
calculado através da comparacao das leituras com curva padréo obtida a partir
de concentracfes conhecidas de H,0..

A peroxidacdo dos lipidios de membrana foi quantificada por meio da
medicdo da concentracdo de espécies reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS), conforme CAKMAK; HORTS (1991). Desta forma, 250 uL do
sobrenadante obtido acima, foram adicionados a 1 mL da solucdo contendo
0,5% (p/v) de &cido tiobarbitirico (TBA) e 10% (p/v) de TCA. O TBA forma
complexos de cor avermelhada, com aldeidos de baixo peso molecular, como o
malondialdeido (MDA), produto secundario do processo de peroxidacdo. O
meio de reacdo foi incubado a 95 °C por 30 minutos mantendo os tubos
fechados, e a reacdo paralisada pelo resfriamento rapido em banho de gelo e
dgua. A absorbancia das TBARS formadas foi determinada em
espectrofotometro a 535 nm e 600 nm e a concentracdo do complexo
MDA/TBA calculada pela seguinte equacéo:

[MDA] = (Aszs — Aeoo)/(§.b),
onde:

¢ (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10 cm™) e b: (comprimento 6tico = 1).
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Atividade enzimatica antioxidante: Para a quantificacdo da atividade
especifica das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e ascorbato peroxidase (APX), aproximadamente 250 mg de tecido foliar
foram macerados em N, liquido acrescido de 20% de PVPP
(Polivinilpolipirrolidona) e homogeneizados em 1,5 mL do seguinte tampéo de
extragdo: Fosfato de potassio 100 mM pH 7,0, EDTA 0,1 mM e &cido ascorbico
10 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por 10 min a 4 °C e o
sobrenadante coletado para posterior andlises enzimaticas.

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreduc@o do azul de nitrotetrazdlio (NBT) (GIANNOPOLIS & RIES, 1977),
em um meio de reacdo composto por fosfato de potassio 100 mM pH 7,8,
metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 puM e riboflavina 2 yM. Os tubos com
0 meio de reagdo e a amostra foram iluminados por 7 minutos, com uma
lampada fluorescente de 20W. Para o controle, 0 mesmo meio de reagéo sem
a amostra foi iluminado. O branco permaneceu no escuro. As leituras foram
realizadas a 560 nm e o célculo da atividade enziméatica realizado conforme a
equacao:

% DE INIBICAO = (Asso amostra com extrato enzimatico — Asgo controle sem
enzima)/(Aseo controle sem enzima)

Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de
inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condi¢des de ensaio.

A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por AZEVEDO et
al. (1998), com pequenas modificagbes onde; a sua atividade foi monitorada
pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm durante dois minutos em um meio
de reacdo incubado a 28 °C contendo tampé&o fosfato de potassio 100 mM pH
7,0 e H,O, 12,5 mM.

A atividade da APX foi determinada segundo NAKANO; ASADA (1981),
monitorando-se a taxa de oxidag¢do do ascorbato a 290 nm. O meio de reacao
composto de tampéao fosfato de potassio 100 mM pH 7,0, acido ascérbico 0,5
mM e H,O, 0,1 mM foi incubado a 28 °C. O decréscimo na absorbancia foi

monitorado por um periodo de dois minutos a partir do inicio da reacao.
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4. Resultados e discussao

O crescimento, em termos de altura da planta, € um parametro
biométrico importante em pesquisas relacionadas a disponibilidade hidrica,
produzindo a modificacdo mais notdria do crescimento, especialmente na idade
juvenil em que é facil observar a rapidez da modificacdo em altura em periodos
curtos de tempo (ENCINAS et al., 2005). No presente estudo, as plantas de S.
saponaria ndo apresentaram diferenca significativa na variavel resposta altura
da planta entre os regimes hidricos até os 45 dias (Figura 1A). Entretanto, aos
60 e 75 dias apoOs a inducdo dos tratamentos, o crescimento das plantas
parcialmente irrigadas (Pl) e néo irrigadas (NI) foi afetado, sendo seus valores
meédios, significativamente inferiores ao observado nas plantas irrigadas (1).

Ao avaliar o diametro do caule (Figura 1B), diferenca significativa entre
os tratamentos foi observada a partir dos 45 dias de avaliacdo. Neste periodo,
plantas NI apresentaram um didmetro de caule significativamente menor que
plantas | e PIl. Ja aos 60 dias, houve diferenca significativa entre os trés
tratamentos e aos 75 dias, menores valores para os tratamentos Pl e NI, os
quais néo diferiram entre si.

Para o teor relativo de 4gua avaliado nas folhas de S. saponaria (Figura
1C), aos 45 e 60 dias houve reducao significativa para as plantas NI. J4 aos 75
dias, além das plantas do tratamento NI, as plantas Pl também apresentaram
teor relativo de 4gua significativamente inferior ao tratamento controle (I). Com
base nos resultados apresentados, quanto maior o periodo de exposicdo ao
déficit hidrico, menor foi o teor de 4gua encontrado nas folhas de S. saponaria.

A oscilacdo no regime hidrico gera modificacbes no metabolismo das
plantas, resultando em varia¢cdes no padrao de crescimento e desenvolvimento.

7

Sabe-se que o0 crescimento das plantas € consequéncia de uma complexa
cadeia de eventos relacionados a producdo fotossintética, consumo de
fotoassimilados e eficiéncia de utilizacdo de recursos como agua e nutrientes
(PRADO et al., 2007; RIBEIRO; MACHADO, 2007; BUENO et al., 2012).

Os resultados apresentados neste trabalho estdo de acordo com
estudos realizados por VILLAGRA; CAVAGNARO (2006), em que foi

evidenciado um menor crescimento em altura das plantas de duas espécies do
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género Prosopis (P. argentina e P. alpataco) quando submetidas a déficit
hidrico a partir de 40 dias de estresse. Em plantas de Coffea canephora
observou-se reducdao significativa na altura de plantas submetidas a 35 dias de
estresse hidrico, em relacdo as plantas que foram irrigadas regularmente
(PIZETTA et al., 2012). Em estudo com clones de eucalipto submetidos a
restricdo hidrica total, REIS et al. (2006) observaram reduc¢des no diametro do
caule em todos os clones avaliados em relacdo a plantas que estavam sendo
irrigadas diariamente. Analisando o déficit hidrico em Coffea canephora, em
estadio inicial de desenvolvimento, Dardengo et al. (2009) verificaram que
houve reducédo no diametro de caule e Zonta et al. (2009), trabalhando com a
mesma espécie, relacionaram os menores valores de diametro de caule com

maiores intervalos de irrigacao.
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De acordo com Sausen (2007) e Pincelli (2010), o processo mais
sensivel a baixa disponibilidade de agua no solo € o crescimento celular, sendo
a divisdo e expanséao celular diretamente inibidas pelo estresse hidrico. Por
este motivo a reducdo do crescimento € considerada a primeira e mais séria
consequéncia da restricdo hidrica nos vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2013). De
acordo com Geronimo (2014), uma forma de expressar a deficiéncia de agua
em tecidos vegetais € através do status de energia da agua, ou seu potencial
total, uma vez que as condi¢cdes hidricas dos vegetais estdo correlacionadas
com o teor de agua nas folhas. Assim, alguns parametros fisiolégicos mostram-
se muito sensiveis e podem estar correlacionados com a tolerancia ao déficit
hidrico, tais como o teor relativo de agua foliar (SILVA et al., 2007). Desta
forma, o conteudo relativo de agua foliar € um indicador-chave do grau de
hidratacdo de células e tecidos e, portanto, um fator crucial para processos de
crescimento e funcionamento fisiolégico (SILVA et al., 2007).

Segundo PINHEIRO et al. (2005), DEUNER et al. (2008) e
NASCIMENTO et al. (2008), o fechamento dos estdbmatos parece ser uma das
primeiras estratégias para minimizar a perda de &gua decorrente da
transpiragdo em condi¢cBes de baixo potencial hidrico. Porém, este processo
causa reducdo na assimilacdo fotossintética de CO,, e 0 crescimento e a
adaptacao das plantas a diferentes condi¢cdes ambientais estdo relacionados a
eficiéncia fotossintética que, por sua vez, esta associada aos teores de
pigmentos na folha (SCHLEMMER et al., 2005).

Analisando o indice de clorofilas nas plantas de S. saponaria, diferenca
significativa para clorofila a foi observada a partir dos 45 dias da indugéo dos
tratamentos. Assim, aos 45 dias, as plantas NI apresentaram a maior reducao
e, aos 60 e 75 dias, todos os tratamentos diferiram significativamente entre si,
sendo os teores deste pigmento negativamente afetados pelo déficit hidrico
(Figura 2A).

Quanto ao indice de clorofila b, aos 15 dias de estresse, as plantas Pl
apresentaram valores inferiores, diferindo das demais (Figura 2B). A partir de
30 dias, plantas do tratamento NI expressaram significativa redugdo em
clorofila b e para as plantas PI, este comportamento foi observado a partir dos

60 dias, periodo em que sua irrigacao foi completamente suspensa.
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Com base nas variacdes entre os indices de clorofila a e b, diferencas
mais expressivas em clorofila total foram observadas a partir dos 45 dias, com
reducao significativa nas plantas NI em relacdo aos demais tratamentos e, aos
75 dias, todos os tratamentos diferiram significativamente (Figura 2C).

Resultados similares foram encontrados em graviola cultivada durante
40 dias sob suspensao hidrica, promovendo decréscimo nos teores de clorofila
a, b, total e carotenoides (OLIVEIRA et al., 2013), corroborando com resultados
encontrados no presente estudo. Menores valores de clorofila sob deficiéncia
hidrico também tem sido relatado em plantas de girassol (KIANI et al., 2008) e
Catharanthus roseus (JALEEL et al., 2006).

O conteudo de clorofila em folhas pode ser considerado uma variavel
bastante importante e indispensavel para a discriminacéo de algumas espécies
guanto a tolerancia e suscetibilidade ao estresse hidrico (SILVA et al., 2014). A
degradacdo da clorofila € uma das consequéncias ao estresse que pode ser
resultado da foto-inibicdo e diminuicdo da eficiéncia fotossintética, entre outros
processos celulares, como a divisio e expansdo celular (ARAUJO &
DEMINICIS, 2009). Portanto, € esperado que plantas que apresentem reducao
nesses pigmentos sob deficiéncia hidrica, tenham menor capacidade de tolerar
essa condicdo, devido a estreita relacdo entre clorofilas, potencial fotossintético
e produtividade (O'NEILL et al., 2006).

Entretanto, varios mecanismos de protecdo sdo ativados nas plantas em
resposta a condi¢des adversas de crescimento. O ajuste osmaotico constitui-se
um dos mecanismos fisiolégicos mais eficazes para manutencdo da
turgescéncia celular, sob condicdes de baixo potencial hidrico no solo
(MARIJUAN & BOSCH, 2013; MONTEIRO et al., 2014).

Os resultados da quantificacdo de prolina em folhas de S. saponaria
demonstraram um aumento expressivo nos seus teores devido ao estresse
hidrico (Figura 3A). Entre 15 e 60 dias, plantas do tratamento NI apresentaram
valores crescentes de prolina, diferindo do controle e do tratamento PI. Aos 75
dias, houve um significativo aumento em prolina nas plantas do tratamento PI,
atingindo valores semelhantes aos observados nas plantas NI, o que pode ser

justificado pela suspensao da irrigacdo das plantas Pl a partir dos 60 dias da
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inducdo dos tratamentos. Estes resultados demonstram que quanto maior o
tempo de estresse, maior foi 0 acimulo desse aminoacido nas folhas.

Durante situacdes de seca e alta salinidade, o acumulo de prolina resulta
em aumento na osmolaridade da célula, que leva ao influxo de agua ou
reducdo no efluxo, promovendo a manutencdo do turgor necessario para a
expansao celular (KAVI KISHOR et al., 2005). Essa afirmativa € contraria aos
resultados obtidos no presente trabalho, pois mesmo com o acumulo deste
aminoacido, as plantas cultivadas no regime hidrico NI apresentaram reducéao
na altura (Figura 1A), didmetro caulinar (Figura 1B) e teor relativo de agua
(Figura 1C) aos 60, 45 e 45 dias apds inducdo de tratamentos,
respectivamente. Porém, segundo MONTEIRO et al. (2014), o ajuste osmético
confere protecdo por curtos periodos de tempo de estresse e € importante
guando as condi¢cdes ndo tardam a se normalizar.

O acumulo de prolina tem sido amplamente relatado em diversas
espécies de plantas sob condicbes de déficit hidrico, como em Vigna sp.
(HAMIDOU et al., 2007; SANTOS et al., 2010), milho (EFEOGLU et al., 2009),
andiroba (SILVA, 2009), Swietenia macrophylla (ALBUQUERQUE et al., 2013),
Cajanus cajan MONTEIRO et al., (2014), dentre outras, sendo esse osmdlito
considerado um marcador bioquimico de estresse, atuando, principalmente, na
estabilizacdo de proteinas e na protecdo das membranas contra os efeitos
deletérios das EROs (SHARMA & DUBEY, 2005).

O peréxido de hidrogénio (H.O,), uma das EROs mais estaveis, € um
componente vital para o desenvolvimento, metabolismo e homeostase de
diferentes organismos (BIENERT et al., 2006), pois estd envolvido nos
processos de aclimatacdo e defesa (SLESAK et al.,, 2007). Em relacdo aos
teores de H,O, em plantas S. saponaria (Figura 3B), aos 15 dias de estresse,
plantas Pl e NI apresentaram valores semelhantes, porém significativamente
superiores ao controle. Ja dos 30 aos 75 dias de estresse, as plantas NI
apresentaram um aumento significativo nos niveis de H,0,, diferindo dos
demais tratamentos, sendo esta diferenga crescente e mais acentuada nos trés

altimos periodos de avaliagéo.
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De forma semelhante, foram as respostas de CIA (2010) que observou a
ocorréncia de estresse oxidativo em Saccharum spp. através da peroxidagao
lipidica e concentracdo de peroxido de hidrogénio, uma vez que o sistema
antioxidante variou em funcéo da intensidade do estresse aplicado. Uma maior
formacao de H,O, pode gerar a sintese de aldeidos derivados da peroxidacao
de lipideos, os quais iniciam uma reag¢do em cadeia aumentando a quantidade
de lipideos peroxidados e causando danos a membranas celulares (YIN et al.,
2010). De acordo com Campos (2014), danos em membranas plasmaticas a
nivel foliar podem ser uma das primeiras vias de sinalizacdo ao estresse.

Para a peroxidagdo lipidica, diferenca significativa foi observada
somente a partir do 30° dia de estresse, com valores superiores para as
plantas de S. saponaria Pl e NI (Figura 3C). Sendo a maior diferenca entre 0os
trés regimes hidricos, observada aos 45 e 60 dias ap6s a inducdo dos
tratamentos. Aumentos nos niveis de peroxidagdo de lipidios também foram
observados em milho (DA et al., 2005), girassol (CECHIN et al., 2010), arroz
(ZAIN et al., 2014) e feijao-caupi (CARDONA-AYALA et al., 2014) devido ao
estresse hidrico.

Decréscimo na atividade de enzimas antioxidantes promovem acumulo
de H,O,, aumentando a peroxidacdo de lipidios e danos as membranas de
plantas sob estresse (CARNEIRO et al., 2011). Juntamente com outros
mecanismos fisioldgicos, a eficiéncia do sistema antioxidante aumenta a
tolerancia de plantas a condi¢bes de estresse, devido a diminuicdo de efeitos
nocivos causados pelas EROS (GIANNAKOULA et al.,, 2010). Para eliminar
espécies reativas de oxigénio, as plantas apresentam sistemas enzimaticos
antioxidantes que constituem uma importante defesa primaria contra o0s
radicais livres gerados sob condicbes de estresse, como a superéxido
dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo do superéxido (O,") em H,O, e
0., a catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), que podem converter H,O,
em H,0 e O, (CARNEIRO et al., 2011).

Em condi¢des de estresse, eventualmente € esperado um aumento na
atividade da SOD, entretanto, no presente estudo, este comportamento néo foi
evidenciado (Figura 4A). Plantas de S. saponaria, até o 30° dia avaliacdo, nédo

apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos. Porém, a partir deste
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periodo, a tendéncia foi de reducdo na atividade da SOD para as plantas
submetidas ao déficit hidrico, onde, no tratamento Pl houve reducéo
significativa na atividade desta enzima aos 45 e 60 dias de estresse e, para as
plantas NI, no periodo de 45 a 75 dias em relacdo ao controle,
respectivamente. A baixa atividade da SOD nestas plantas pode indicar uma
baixa produgcdo de O," e alta producdo das demais EROs. Resultados
semelhantes foram encontrados por MESSCHMIDT et al. (2014) avaliando o
efeito do estresse hidrico em cultivares de pessegueiro Capdeboscq,
Flordaguard e Mirabolano 29-C.

A CAT, juntamente com a SOD, é considerada a mais eficiente entre as
enzimas antioxidantes, com capacidade de degradar rapidamente o H,O, em
H.O e O, e por isso € muito importante no sistema antioxidativo. Em plantas de
S. saponaria, a atividade da CAT (Figura 4B) apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos somente aos 15 dias apos a inducdo do estresse, sendo
maior nas plantas sob déficit hidrico (P1 e NI). A partir deste periodo, embora os
tratamentos ndo tenham diferido, a atividade desta enzima foi crescente.

Em tecidos vegetais, o H,O, produzido nos peroxissomos é removido
pela acdo da enzima CAT, enquanto que aquele produzido nos cloroplastos é
eliminado pela APX (KOTCHONI & GACHOMO, 2006; CARVALHO et al.,
2011). A especificidade entre as enzimas e o substrato (H,O,) reflete suas
diferentes afinidades, sendo que a APX apresenta alta afinidade (uM) e a CAT
baixa afinidade (mM) pelo H,O, (CARVALHO et al., 2011), sendo que esta faz
a detoxificacdo quando o substrato encontra-se presente em altas
concentragdes na célula. Desta forma, de acordo com Carvalho et al. (2011),
as enzimas APX seriam responsaveis pela modulacdo fina dessas EROs,
enquanto as CAT seriam responsaveis pela remocdo do excesso de EROs
durante o estresse.

Nos resultados obtidos neste estudo, a APX (Figura 4C) manteve sua
atividade crescente ao longo do periodo avaliado, apresentando diferenca
significativa entre os tratamentos aos 60 e 75 dias. Aos 60 dias plantas Pl e NI
apresentaram atividade significativamente superior ao controle e aos 75 dias

somente as plantas NI diferiram do controle.
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Segundo PANDA & KHAN (2009), a prevencgao dos danos oxidativos e 0
aumento da tolerancia a estresses ambientais estdo associados com um
sistema antioxidante eficiente. Porém, no presente estudo, somente a APX teve
aumento significativo em sua atividade sob efeito do estresse hidrico, o que
pode justificar os altos valores observados na peroxidagdo de lipidios que,
segundo CECHIN et al. (2010), pode estar correlacionado com a atividade

inadequada das enzimas antioxidantes SOD e CAT.
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O estresse hidrico provoca uma série de alteragBes bioquimicas,
especialmente no sistema de defesa antioxidante, além do acumulo de solutos
compativeis, mudancas na composicéo de lipidios nas membranas ou mesmo
a peroxidacéo destes (GRATAO et al., 2005). Entretanto, é importante destacar
que as alteracbes observadas sdo respostas que fazem parte de estratégias da
planta que visam reduzir os efeitos deletérios da baixa disponibilidade hidrica,

constituindo, portanto, mecanismos de tolerancia a seca (PINCELLI, 2010).
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5. Conclusao

A suspensao gradual da irrigacdo permite uma melhor manutencao das
atividades metabdlicas das plantas de S. saponaria, conferindo tolerancia
moderada até 60 dias de estresse.

Sob suspensao total da irrigacdo, efeitos negativos do estresse hidrico
sdo observados a partir dos 45 dias, onde, mesmo com o0 aumento do osmalito
prolina e alta atividade da APX, ha reducdo no crescimento e aumento na

producao de H,O, e peroxidacao.
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