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RESUMO

O Nordeste do Brasil possui frutiferas nativas pouco conhecidas, mas com grande potencial
para se tornarem importantes comercialmente. Entre estas espécies, pode-se citar a Myrciaria
floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg (Myrtaceae), conhecida popularmente como cambui.
Dado o potencial que a planta possui, atualmente, ndo ha dados na literatura sobre respostas da
espécie a estresses ambientais, como a deficiéncia hidrica. Dessa forma, tendo em vista o
cenario de baixos indices pluviométricos e a expansdo da agricultura para regides aridas e
semiaridas, objetivou-se caracterizar os mecanismos ecofisiolégicos e bioquimicos de
tolerancia a seca de plantas de cambui. O estudo foi realizado com plantas de aproximadamente
2,5 anos em uma casa de vegetacdo do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Alagoas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com dois tratamentos, controle (irrigagdo de acordo com as necessidades da planta) e
deficiéncia hidrica (suspensdo total da irrigag@o), com 10 repeticdes de uma planta para cada
tratamento. A eficiéncia quantica efetiva do PSII (®PSII), eficiéncia quantica potencial do PSII
(Fv/Fm), umidade do solo a 20 cm de profundidade e andlise visual para sintomas de murcha
foram monitorados até 30 dias de imposicdo ao estresse, onde as plantas sob estresse
apresentaram redugdes em ®PSII e F,/Fy, superiores a 25%, umidade do solo proxima a 0% e
caracteristicas bem pronunciadas de murcha, sendo este momento considerado o estresse
maximo. No periodo considerado como estresse maximo, foi quantificado o niimero de folhas,
teor relativo de agua, extravasamento de eletrdlitos, indice SPAD, clorofilas a e b, clorofilas
totais, razdo clorofila a/b, teores de proteinas, aminoacidos e agucares soluveis totais, prolina
livre foliar, peroxidacdo lipidica (conteudo de Malondialdeido - MDA) e capacidade
antioxidante das enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Ascorbato Peroxidase (APX) e
Catalase (CAT). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05)
no software SISVAR. As plantas sob imposi¢do de deficiéncia hidrica diminuiram ®PSII a
partir do 21° dia, ja o F\/Fu, a partir do 24° dia. Ademais, a deficiéncia hidrica promoveu
diminui¢do do teor relativo de agua, proteinas soluveis totais e atividade antioxidante da enzima
SOD. Por outro lado, a deficiéncia hidrica induziu o aumento dos teores de aminoacidos
soluveis totais, prolina livre foliar e atividade antioxidante das enzimas CAT e APX, onde o
aumento de prolina foi de 1.226,66%, o mais pronunciado. O cambui possui grande tolerancia
ao estresse por deficiéncia hidrica, pois mesmo ocorrendo algumas alteragdes potencialmente
deletérias, como a diminuicdo em ®PSII, F./Fn, e atividade enzimatica da SOD, houve
importantes respostas associadas a tolerancia ao estresse, como o aumento dos teores de prolina
¢ da atividade enzimatica da CAT e APX, sendo o possivel motivo da manutengdo dos teores
de pigmentos fotossintéticos e peroxidacao lipidica.

Palavras-chave: Metabolismo Antioxidante; Osmorreguladores; Pardmetros Fisiologicos.



ABSTRACT

The Brazilian northeast has native fruit trees that are little-known, however, they have a great
potential to become commercially important. Among these species, we can name Myrciaria
floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg (Myrtaceae), popularly known as cambui. Despite of
the potential this plant has, currently, there is not enough data in the literature about the species
responses to environmental stresses such as water deficit. Thus, considering a low rainfall
scenario and agriculture expansion to arid and semi-arid regions, the objective of this study was
to characterize the ecophysiological and biochemical mechanisms of drought tolerance in
cambui plants. The study was carried out with plants that were approximately 2.5 years old in
a greenhouse at the Campus of Engineering and Agricultural Sciences from the Federal
University of Alagoas. The experimental design was completely randomized, with two
treatments: control (irrigation according to plant needs) and water deficit (total suspension of
irrigation), with 10 replications of one plant for each treatment. The effective quantum
efficiency of PSII (OPSII), potential quantum efficiency of PSII (Fy/Fy,), soil moisture at 20 cm
depth and visual analysis for wilt symptoms were monitored up to 30 days of stress imposition.
Plants under stress showed reductions in ®PSII and F./Fn greater than 25%, soil moisture was
close to 0% and wilting characteristics were very pronounced, being considered the maximum
stress. In the period of maximum stress, the number of leaves, relative water content, electrolyte
extravasation, SPAD index, chlorophylls @ and b, total chlorophylls, chlorophylls a/b ratio,
proteins, amino acids and total soluble sugars, foliar free proline, lipid peroxidation
(Malondialdehyde - MDA content) and antioxidant capacity of the enzymes Superoxide
Dismutase (SOD), Ascorbate Peroxidase (APX) and Catalase (CAT) were quantified. The data
obtained was submitted to variance analysis by the F test (p<0.05) in the SISVAR software.
The plants under imposition of water deficit decreased ®PSII from the 21st day, and the F/Fm,
from the 24th day. In addition, water deficit promoted a decrease in the relative content of water,
total soluble proteins, and antioxidant activity of the SOD enzyme. On the other hand, water
deficit induced an increase in total soluble amino acids, foliar free proline, and antioxidant
activity of CAT and APX enzymes. The increase in proline was 1,226.66%, the most
pronounced. Cambui has high tolerance to stress caused by water deficiency, because even with
some potentially deleterious changes, such as the decrease in ®PSII, F./Frnand SOD enzymatic
activity, there were important responses associated with stress tolerance, such as the increase
in proline and enzymatic activity of CAT and APX, being the possible reason for the
maintenance of photosynthetic pigments and lipid peroxidation contents.

Keywords: Antioxidant Metabolism; Osmoregulators; Physiological Parameters.
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1 INTRODUCAO

As culturas agricolas estdo expandindo para regides aridas e semiaridas em todo o globo,
com o objetivo de atender as necessidades nutricionais de uma populacdo cada vez maior
(PARKASH; SINGH, 2020). Todavia, a escassez de 4gua nas areas citadas anteriormente, pode
limitar a produtividade vegetal (RAl etal., 2011). Devido as culturas agricolas estarem expostas
a diversos estresses que limitam a produtividade ao longo de varios séculos, os programas de
melhoramento possuem como objetivo produzir espécies agricolas com maior produtividade
em condi¢cdes ambientais subotimas (SARAVANAKUMAR et al., 2011).

A producdo agropecudria e os recursos hidricos sdo alguns dos fatores negativamente
afetados pelas mudangas climaticas (CARLOS; CUNHA; PIRES, 2019). Acredita-se que as
mudangas climaticas irdo afetar adversamente as praticas agricolas, dentre outros fatores,
através de alteragcdes dos indices pluviométricos e temperatura (KARIMI; KARAMI,
KESHAVARZ, 2018). O estado de Alagoas ja possui areas com baixos indices pluviométricos
(SANTOS et al.,2017a), que ainda podem diminuir dadas as alteragdes climaticas (FERREIRA
et al., 2018).

A flora do estado de Alagoas é composta por uma variedade de espécies frutiferas pouco
conhecidas, com potencial de se tornarem importantes para a fruticultura (SANTOS et al.,
2017b). Entre estas espécies, podemos citar a Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg
(Myrtaceae), o cambui, como € conhecido de forma popular. Esta planta cresce em restingas do
litoral sul do estado de Alagoas, a qual produz frutos que podem ser consumidos in natura e
também podem ser utilizados para a producao de doces ou bebida alcoolica (OLIVEIRA et al.,
2018; SANTOS et al., 2018a; GARCIA et al, 2021a). O cambui ¢é nativo da América Central e
do Sul, com distribuigdo no Brasil nos biomas da Floresta Amazonica, Caatinga, Cerrado ¢
Mata Atlantica, regides com caracteristicas ambientais especificas (ASSIS; THOMAZ;
PEREIRA, 2004; MORIM, 2008; FRANCESCHINELLI et al., 2007; NASCIMENTO et al.,
2019; LOURENCO; SANTOS et al., 2020; SOUZA; GARCIA et al., 2021b), onde o
crescimento em condi¢cdes ambientais distintas sugere alta plasticidade (SILVA et al., 2018).

Dado o vasto potencial que a planta possui, atualmente, verifica-se uma grande escassez
de estudos sobre a planta, o que dificulta a coleta de dados para estudos sobre selegdo, pré-
melhoramento, melhoramento e domesticagdo (SANTOS et al., 2018b), onde ndo ha pesquisas
sobre suas respostas a estresses abioticos, como o estresse por deficiéncia hidrica. O estresse
por deficiéncia hidrica ¢ o principal fator ambiental que afeta o desenvolvimento vegetal

(SANTOS; SILVA; NOGUEIRA, 2017). As plantas absorvem agua com o objetivo de
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manterem a hidratagdo ¢ em uma condic¢do de perda constante de agua por transpiracdo, junto
com a evaporacdo, a dgua disponivel no solo pode diminuir drasticamente, sendo que, sob
baixos niveis de umidade no solo, ocorrem reducdes nas taxas de fotossintese e absorcdo de
nutrientes, murchamento de folhas, crescimento atrofiado e estresse oxidativo através da
producao em larga escala de EROs (WANG etal., 2015; [HUOMA; MADRAMOOTOO, 2017;
HAFEZ et al., 2020).

As plantas possuem complexas adaptagdes fisioldogicas e bioquimicas para ajuste e
adaptacdo a uma variedade de pressdes ambientais, como o estresse por deficiéncia hidrica
(OSAKABE et al., 2014). Podemos classificar as plantas em trés principais categorias: plantas
que escapam da seca (detentoras de rapido desenvolvimento fenolégico), plantas que toleram a
seca com alto potencial hidrico (possuem mecanismos adaptativos que evitam o processo de
desidratacdo) e plantas que toleram a seca com baixo potencial hidrico (detentoras de
mecanismos adaptativos para tolerancia a desidrata¢do) (VERSLUES et al., 2006). As respostas
variam de espécie para espécie, mas podemos citar a fechamento estomatico, acaimulo de
prolina, manutencdo do aparato fotossintético e integridade da membrana celular (BIANCHI;
GERMINO; SILVA, 2016; VOLAIRE, 2018). Assim, identificar os mecanismos ¢
caracteristicas associadas a resisténcia a seca sdo essenciais para se entender e prever o impacto
de secas generalizadas em muitas areas terrestres (MARTIN-STPAUL; DELZON;
COCHARD, 2017).

Dado o vasto potencial que o cambui possui, a espécie deveria receber uma maior
atencdo de pesquisadores. Logo, ¢ necessario entender as alteracdes ecofisiologicas e
bioquimicas da planta, para assim junto a demais estudos, facilitar seu cultivo e também uma
possivel domesticacdo. Com isso, pretendemos responder as seguintes indagacdes: quais sdo as
estratégias adaptativas ecofisiologicas e bioquimicas que o cambui ativara sob deficiéncia
hidrica? Qual é o nivel de tolerancia do cambui frente a limitagdo hidrica? Com isso, devido ao
cenario de baixos indices pluviométricos e a expansdo da agricultura para regides aridas e
semidridas, o objetivo deste trabalho foi caracterizar os mecanismos ecofisioldgicos e

bioquimicos de tolerancia a seca em plantas de cambui.
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OBJETIVOS

Geral

Caracterizar os mecanismos ecofisiologicos e bioquimicos de tolerdncia a seca em

plantas de cambui (Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg) (Myrtaceae).

Especificos

e Analisar a eficiéncia fotoquimica do PSII sob deficiéncia hidrica.

e Verificar as possiveis alteragdes morfologicas em estresse hidrico.

e Avaliar se o estresse hidrico afetara nas concentra¢des de pigmentos fotossintéticos.
e Analisar se a estabilidade da membrana sera afetada pelo estresse hidrico.

e Verificar o ajustamento osmotico em resposta ao estresse.

e Avaliar a acdo do mecanismo antioxidante das plantas submetidas a déficit hidrico.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos ecofisiologicos das plantas em condicdes de deficiéncia hidrica

As alteracdes das plantas em resposta ao estresse, como deficiéncia hidrica, possuem
alta complexidade e envolvem mudancas adaptativas e/ou efeitos deletérios (LOPEZ-
SERRANO et al., 2017). Em botanica, estresse ¢ definido como uma significativa altera¢do das
condigdes comuns para o ciclo das plantas (ARAUJO JUNIOR et al., 2017). A oferta é
determinada pela quantidade de 4gua retida no solo até a profundidade do sistema radicular, e
a demanda ¢ definida pela taxa de evapotranspiracdo, que inclui a transpiragdo da planta e a
evaporac¢do da dgua no solo (BIANCHI; GERMINO; SILVA, 2016). As mudancas ocasionadas
pelo estresse podem ter carater reversivel num principio, todavia podem também se tornarem
permanentes (OLIVEIRA et al., 2020).

As estratégias das plantas sob deficiéncia hidrica podem ser divididas em escape, retardo
e tolerancia. Sabe-se que a tolerancia possui associacdo com a capacidade das plantas de
manterem suas fungdes fisiolégicas mesmo sob condigdes de baixa disponibilidade hidrica
(VERSLUES et al., 2006). Assim, identificar os mecanismos e caracteristicas associadas a
resisténcia a seca sdo essenciais para se entender e prever o impacto de secas generalizadas em
muitas areas terrestres (MARTIN-STPAUL; DELZON; COCHARD, 2017).

Os aspectos ecofisiologicos sdo importantes indicadores da tolerdncia das plantas
crescendo sob baixa disponibilidade hidrica (NOIA JUNIOR et al., 2020). A capacidade das
plantas de manterem a atividade fotoquimica, concentra¢des de pigmentos fotossintéticos, junto
da conservagdo do teor relativo de agua na folha, manutencao de folhas fonte e extravasamento
de eletrolitos podem ser indicativos de tolerancia ao estresse por deficiéncia hidrica (figura 1)
(HAZRATI et al., 2016; SILVA et al.,, 2014a; BIANCHI; GERMINO; SILVA, 2016;
DRANSKI; MALAVASI; MALAVASI, 2017, LAWLOR; CORNIC 2002).



16

Figura 1. Esquema simplificado de algumas caracteristicas ecofisioldgicas indicadoras de
tolerancia a deficiéncia hidrica.

TOLERANCIA A DEFICIENCIA HIDRICA

v

MANUTENCAO
Teor relativo Folhas Estabilidade Teores de Eficiéncia
de 4gua na fonte da membrana pigmentos fotossintética

fotossintéticos

Fonte: Adaptado de Hazrati et al. (2016), Silva et al. (2014), Bianchi, Germino e Silva (2016),
Dranski, Malavasi e Malavasi (2017) e Lawlor e Cornic (2002).

A deficiéncia hidrica pode ocasionar fotoinibi¢do devido ao aumento da produgdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), causando danos as membranas dos tilacoides,
consequentemente diminuindo a eficiéncia fotossintética (CINTRA et al., 2020). Estudos
mostram que as EROs atuam principalmente na inibi¢@o do reparo do fotossistema II (PSII)
fotodanificado, e ndo danificando o PSII diretamente (NISHIYAMA; ALLAKHVERDIEV;
MURATA, 2006).

A analise da fluorescéncia da clorofila tem sido bastante utilizada com o objetivo de
descobrir perturbacdes na eficiéncia fotossintética ocasionadas pela deficiéncia de nutrientes,
agua, salinidade do solo, toxicidade de metais, toxicidade de aguas residuais, doengas
patogénicas, entre outras condigdes. Assim, os parametros de fluorescéncia da clorofila podem
ser utilizados para avaliar os processos de tolerancia e/ou plasticidade fisiologica (KALAJI et
al., 2018). Mesmo o PSII sendo amplamente resistente ao estresse por deficiéncia hidrica, o
estresse pode impedir o processo de transferéncia de elétrons ¢ aumentar a fluorescéncia da
clorofila (ZHANG et al., 2011).

Ademais, parametros de fluorescéncia da clorofila podem refletir a integridade ou o
dano fotoinibitorio nos centros de reacdo do PSII (REIS et al., 2020), sendo muito empregados
para tais avaliagdes, os parametros de eficiéncia potencial (F/Fm) e efetiva (OPSII) do PSII
(FORDOEI; BIDGHOLI, 2016; PIMENTEL et al., 2011). A razdo F,/Fn ¢ utilizada para
estimar a eficiéncia quantica maxima do PSII (BAKER; ROSENQVST, 2004). De forma igual,

®PSII avalia a atividade fotoquimica, indicando a fragdo absorvida pela clorofila associada ao
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PSII usada na atividade na fotoquimica, assim, analisa a quantidade de elétrons transportados
(LICHTENTHALER et al., 2005; AZEVEDO NETO et al., 2011).

Juntamente, as alteragdes morfologicas em resposta ao estresse por deficiéncia hidrica
vém sendo bastante estudadas por diversos pesquisadores (NEMESKERI; HELYES, 2019).
Entre elas, podemos citar a abscisdo foliar, resposta que reduz a area foliar, consequentemente,
diminui a transpiragdo, contudo acaba por afetar as taxas fotossintéticas (TAIZ et al., 2017).
Todavia, devido a consequente diminuigdo da fotossintese, a manutencdo de folhas fonte
também pode ser um mecanismo de tolerancia a baixos niveis de disponibilidade hidrica
(BIANCHI; GERMINO; SILVA, 2016).

O teor relativo de 4gua na folha (TRA) ¢ um importante indicador para avaliacdo do
status hidrico da planta, pois pode indicar o equilibrio entre o abastecimento de 4gua nos tecidos
foliares e a taxa de transpiracdo (SOLTYS-KALINA et al., 2015). A varidvel ¢ bastante
importante para avaliacdo da tolerancia ao estresse por deficiéncia hidrica, estando diretamente
relacionada a disponibilidade de 4gua no solo (LAWLOR; CORNIC 2002). O TRA costuma
decair devido a diminui¢do da disponibilidade hidrica, onde, igualmente, ha também um
decréscimo na estabilidade da membrana celular (KHADEM et al., 2010).

A membrana celular ¢ um dos primeiros alvos do estresse em vegetais, normalmente ¢
aceito que a manutenc¢do de sua integridade e estabilidade ¢ um dos componentes de tolerancia
a seca (SCOTTI-CAMPOS et al, 1997). O nivel de lesdo na membrana celular ocasionado pelo
estresse por deficiéncia hidrica pode ser estimado por meio de andlise do extravasamento de
eletrolitos (BAIJI; KINET; LUTTS, 2001).

Um maior extravasamento de eletrolitos pode ser atribuido ao estresse por deficiéncia
hidrica, devido a ruptura da integridade da membrana celular, que pode ocorrer através da
producdo de EROs (MARTINS et al., 2018a). A estabilidade da membrana celular é uma
varidvel amplamente utilizada para se avaliar a tolerancia a seca (MAGHSOUDI; EMAMA;
PESSARAKLI, 2016). A variavel foi o carater mais importante para a triagem de germoplasma
de trigo (Triticum aestivum L.) tolerante a baixa disponibilidade de 4gua (DHANDA; SETHI;
BEHL, 2004).

O estresse por deficiéncia hidrica também pode afetar os pigmentos fotossintéticos,
podendo inibir a fotossintese (ASHRAF; HARRIS, 2013). A absor¢ao de luz ¢ dependente da
concentracdo dos pigmentos fotossintéticos (PORCAR-CASTELL et al., 2014). Ha dois tipos
de clorofila nas plantas, clorofila @ e b (KHALEGHI et al., 2012). A clorofila a ¢ o pigmento
utilizado para realizagcdo da etapa fotoquimica, sendo que os demais pigmentos auxiliam na

absorcdo de luz e na transferéncia da energia radiante para os centros de reacdo, conhecidos
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como pigmentos acessorios (STREIT et., 2005). Podemos citar os carotenoides como
importantes pigmentos acessorios. Além do exposto acima, eles atuam como filtro contra a luz
ultravioleta, e t€ém uma fungdo fotoprotetora, desempenhada pelo rapido desaparecimento do
estado de excitagdo da clorofila, por consequente, acaba por reduzir a producdo de EROs, com
isso, protege as células do processo de foto-oxidagdo (TAIZ et al., 2017).

A diminui¢do das concentragdes de pigmentos fotossintéticos sob deficiéncia hidrica
pode ser considerada um sintoma tipico de estresse oxidativo ocasionado pelo processo de foto-
oxidagdo e degradacao dos pigmentos (FAROOQ et al., 2009). Vale ressaltar que o aumento na
concentracdo de carotenoides pode ter associacdo a tolerancia a seca (HAZRATI et al., 2016).
Juntamente, os teores de clorofila podem aumentar, indicando tolerancia (GAO et al., 2017). A
analise da intensidade do verde através do indice SPAD vem sendo usado para detecgdo de
plantas tolerantes as baixas concentragdes de agua no solo, ademais, ¢ um método nao
destrutivo e detém leitura instantanea (PEREIRA FILHO et al., 2020; ANDRADE et al., 2018).
O equipamento utilizado mede a penetragcdo de luz em dois comprimentos de onda distintos,
650 e 940 nm, que sdo absorvidos separadamente pela clorofila (FOTOVAT; VALIZADEH;
TOORCHLI, 2007).

Existem controvérsias nas respostas adaptativas das plantas sob condi¢des de estresse
(MENDES et al., 2011). A exemplo das concentra¢des de pigmentos fotossintéticos, que, além
do ja citado aumento de suas concentragdes, também ¢ sugerido que plantas tolerantes ao
estresse podem ndo apresentar mudangas nas concentragcdes de pigmentos fotossintéticos
(SILVA et al., 2014a). Assim, indica-se que a pouca degradagdo seria uma estratégia adaptativa
(FAROOQ et al., 2009).

3.2 Aspectos bioquimicos das plantas em condicdes de deficiéncia hidrica

Normalmente, as respostas nos vegetais ao estresse por deficiéncia hidrica ocorrem de
forma multifacetada, que incluem diversos fatores fisiologicos, bioquimicos, celulares e
moleculares (RAZA, 2020). Entre os fatores bioquimicos, podemos citar alteragdes na
concentracdo de proteinas, aminodcidos, prolina, agucares e de enzimas antioxidantes, como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (ZAFAR et al.,
2021a; KRASENSKY; JONAK, 2012).

Para superar os impactos prejudiciais relacionados ao estresse por deficiéncia hidrica,
as plantas desenvolveram o mecanismo de ajuste osmotico, por meio do aumento da sintese de

osmolitos, que constituem prolina, agiicares, proteinas e aminoacidos soliiveis, entre outros. O
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aumento na concentracdo de osmolitos reduz o potencial osmoético, melhorando a capacidade
das células vegetais de se manterem tirgidas, totalmente essencial para manutencdo de
processos bioldgicos, como a fotossintese e expansdo celular, como também a manutengdo da
atividade das enzimas (AL HASSAN et al., 2015).

A homeostase osmotica detém um papel com grande importincia no processo de
manutenc¢do do desenvolvimento vegetal e turgor celular, pois ocasiona a redugdo do potencial
osmotico, resultando em melhor crescimento. O maior acimulo de osmorreguladores, como
proteinas soluveis totais e prolina, induzidos pela diminui¢do dos niveis de disponibilidade de
agua, foi eficaz para osmorregulacdo em plantas de algodao (WU et al., 2015). Todavia, o
mecanismo de tolerancia ao estresse hidrico nas plantas ¢ especifico da espécie (HABIB et al.,
2020). Ademais, ¢ ressaltado também que as respostas diferem entre tecidos analisados, duragdo
e intensidade do estresse (SANTOS; LIMA; MORGADO, 2010).

Os aminoacidos sdo precursores de proteinas ¢ outros demais compostos organicos,
essas biomoléculas mostram um papel ativo nas respostas das plantas a muitos estresses
(KHAN et al., 2020). Mais importante ainda, atuam como precursores de um conjunto bastante
diversificado de metabdlitos secundarios e sendo a forma de transporte e armazenamento para
nitrogénio organico dentro da planta (HILDEBRANDT, 2018).

As concentragdes de aminoacidos ¢ de proteinas possuem relagdo durante o estresse,
devido a degradagdo ocasionada pela atividade de enzimas proteases, juntamente com a
inibicdo/paralisacdo da sintese de proteinas ocorrida pela agdo do estresse, logo, as
concentracdes de aminoacidos soliiveis tendem a aumentar, enquanto as concentragdes de
proteinas tendem a diminuir. Apesar de ser considerado um efeito danoso ocasionado pelo
estresse devido sua relacdo com as concentragdes de proteinas, 0 aumento nas concentragdes
de aminoécidos pode auxiliar na resisténcia a seca, por desempenhar a ja citada funcdo
osmoprotetora (KRASENSKY; JONAK, 2012).

Em situagdes de disponibilidade insuficiente de carboidratos em razdo da diminuicao
nas taxas fotossintéticas que normalmente ocorrem durante condi¢oes de estresse, as plantas
podem utilizar amino4cidos como um substrato alternativo para a respiragcdo celular
(BATISTA-SILVA et al., 2018). Grandes alteragdes nos teores de aminoécidos soluveis foram
vistas em plantas sob condi¢cdes de estresse, tendo aumento particularmente elevado nas
concentracdes de aminoacidos especificos, onde o papel do aminodcido prolina como um
osmolito compativel durante o estresse por deficiéncia hidrica ja foi bem definido (OBATA;
FERNIE, 2012).
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A prolina ¢ um aminoécido com grande importancia na resisténcia ao estresse abiotico,
visto que, ¢ o soluto compativel com o acimulo no citosol ou vactiolo mais estudado, devido
atuar na manuten¢@o do equilibrio hidrico, além de também agir no processo de manutengdo da
integridade de membranas celulares, visto que, atua na diminui¢do dos niveis de oxidacao de
lipidios por meio da protecao do potencial redox da célula e na eliminacdo de radicais livres,
além de também atuarem na integridade de enzimas e proteinas (MONTEIRO et al., 2015;
SHINDE et al., 2016; JOSEPH; RADHAKRISHNAN; MOHANAN, 2015). Sob condi¢des de
estresse, as plantas podem aumentar os teores de prolina em até 100 vezes, comparadas as
plantas em condi¢des normais (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). A acumulagdo de prolina
sob estresse ¢ um indicador de lesdo celular (KAYA; AKRAM; SONMEZ, 2018). Seu acaimulo
¢ favorecido pelo alto status de carboidratos nas folhas e pela iluminacdo (KUMAR et al.,
2020).

A regulagio das concentragdes de aglicares soliveis nas células vegetais também é uma
via importante de adaptacdo da planta ao estresse por deficiéncia hidrica, contudo o
entendimento da citada via ainda ¢ limitado (YANG et al., 2019). Dentre os aguicares mais
eficientes na osmorregulagdo, encontra-se a trealose, que atua na interacdo com grupos polares
das cadeias fosfolipidicas, logo, acaba por manter uma hidrofilicidade da membrana plasmatica
(BIANCHI; GERMINO; SILVA, 2016). Os niveis alterados de agticares soluveis em condigdes
de estresse agem como moléculas de sinal para regular a expressdo de um niimero consideravel
de genes-chave envolvidos nas respostas de defesa das plantas e processos metabolicos, por
conseguinte, controlando a resisténcia das plantas e seu desenvolvimento (ROSA et al., 2009).

Também ¢é de conhecimento que o estresse por deficiéncia hidrica pode atuar de forma
significativa na expressdo génica de aglcares em células vegetais (BARTELS; SUNKAR,
2005). Igualmente como a prolina, o aumento dos niveis de agticares soliveis ¢ associado com
a capacidade de reter agua no citosol e atuar no processo de integridade de proteinas e
membrana celular, formando um estado viscoso nas células, que acaba por diminuir as EROs
(ZAFAR et al., 2021a; BIANCHI; GERMINO; SILVA, 2016).

Sob baixas concentracdes, as EROs possuem algumas fun¢des de grande importancia
no metabolismo vegetal, a exemplo da sinalizacdo celular. Todavia, sob estresse, como o caso
de baixos niveis de disponibilidade hidrica, acontece um aumento exacerbado das
concentracdes de EROs (SHARMA et al. 2012; MARTINS et al., 2018a). As EROs sdo formas
parcialmente reduzidas de oxigénio atmosférico, produzidos em processos vitais, como no caso
da fotossintese, respiragdo ¢ fotorrespiragdo. Elas se apresentam como radicais livres e também

na forma molecular de um ndo radical, que podem ser geradas através do processo de excitacao,
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produzindo oxigénio singleto ('O2), ou de consecutivas adigdes de elétrons ao O, sendo
reduzido para o radical anidnico superoxido (O2°), radical hidroperoxila (HO;"), peroxido de
hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH"), que pode seriamente reagir com biomoléculas
vitais, como lipidios, proteinas, acidos nucléicos, entre outros, causando peroxidacdo lipidica,
desnaturagdo de proteinas, mutagdo e danos na membrana intracelular, diminuigdo na atividade
respiratdria nas mitocondrias, além da perda de fixagdo de carbono em cloroplastos, entre outros
danos (BARBOSA et al., 2014).

Através do aumento das concentragdes de EROs, a planta pode entrar em estresse
oxidativo, sendo causado por inimeros fatores, como o estresse hidrico, em que a membrana
das células vegetais esta sujeita a danos bem pronunciados, que desencadeiam a peroxidagdo
lipidica. Danos a acidos graxos da membrana celular podem produzir pequenos fragmentos de
hidrocarbonetos, como o Malondialdeido (MDA) (MOUSSA; ABDEL-AZIZ, 2008;
AMIRJANI, 2012). O MDA ¢ caracterizado como o produto final da peroxidagao lipidica da
membrana celular e é um sinal importante de lesdo do sistema de membrana (MIRZAEE;
MOIENI; GHANATI, 2013).

O MDA reage com lipidios, 4cidos nucléicos, glicose e proteinas, causando diminui¢do
no conteido de acidos graxos insaturados e¢ na resisténcia ¢ fluidez da membrana celular,
juntamente com um aumento nos teores de extravasamento de eletrolitos. Com isso, a fungdo e
a estrutura da membrana celular sdo danificadas e uma gama de metabolismos sdo alterados. A
concentracdo de MDA ¢ um indicador de dano oxidativo na membrana celular vegetal induzido
pelo estresse, tendo em vista que a concentragdo de MDA na planta é frequentemente utilizada
como um parametro para avaliar os danos as células das plantas sob estresse. Espécies vegetais
com menores quantidades de MDA em condi¢cdes de estresse hidrico sdo geralmente
consideradas como mais tolerantes ao estresse (MA et al., 2015).

A peroxidagdo lipidica ¢ considerada como o melhor indicativo de estresse e danos a
membrana celular vegetal (TAULAVUORI et al., 2001). Felizmente, as plantas desenvolveram
mecanismos adaptativos para remo¢do das EROs sob condicdes de estresse, e
consequentemente, diminuir a peroxidacdo lipidica (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002;
MARKOVIC; PETROVIC; DJUKIC, 2020).

Devido as capacidades citotoxicas das EROs, as plantas desenvolveram eficientes
mecanismos adaptativos de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos com capacidade de
neutralizar seus danos as células. O sistema antioxidante de defesa se inicia com atuagdo
enzimatica, mas envolve também componentes ndo enzimaticos, nos quais podemos destacar o

ascorbato, glutationa, B-caroteno ¢ o a-tocoferol. Os citados antioxidantes podem evitar a
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formac@o de radicais livres, sequestra-los ou também remover sua degradacdo (BARBOSA et
al., 2014).

Todavia, o equilibrio entre a producdo e a neutralizagdo de EROs pode sofrer alteracdes,
aumentando de forma bastante significava seus teores dentro das células, acabando por
ocasionar o estresse oxidativo (APEL; HIRT, 2004). A regulacdo da expressdo de genes
codificantes de enzimas antioxidantes faz parte de mecanismos de resposta ao estresse (CYRNE
et al., 2003).

A enzima antioxidante Superdxido Dismutase (SOD) que atua na linha de defesa vegetal
contra as EROs ¢é a primeira que age sobre os efeitos toxicos causados pelas EROs, a referida
enzima ¢ presente na maioria dos locais celulares, atuando na eliminac¢do do radical O2" por
meio de sua dismutacdo em O; e peroxidagdo de hidrogénio (H20;) (SANTOS et al, 2015). Em
seguida, o H>O; ¢ dismutado em H>O e O, pela agdo da enzima Catalase (CAT), especialmente
nos peroxissomos (DEDEMO et al., 2013). A enzima Ascorbato Peroxidase (APX) possui a
mesma fungdo da enzima CAT, contudo detém uma maior afinidade pelo acido ascorbato como
agente redutor agindo em local distinto, nos cloroplastos e citosol (SANTOS; SILVA, 2015).

Plantas detentoras de alta atividade de enzimas antioxidantes indicam significativa
tolerancia ao dano oxidativo (GAPINSKA et al., 2008). O sistema antioxidante ¢ considerado
um dos principais mecanismos bioquimicos ¢ podem ser fundamentais em relacdo a tolerancia
a estresses (COSSANIA et al., 2012; HAFEZ; SELEIMAN, 2017).

A sobrevivéncia das plantas em condigdes adversas ¢ resultado da evolugdo dos
mecanismos adaptativos para lidar com estresse. As respostas ao estresse estdo sempre
associadas a uma série de respostas bioquimicas (MORALIS et al., 2018; MORAIS et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2019).

3.3 Cambui (Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg

Myrtaceae ¢ uma das familias botanicas mais importantes da flora do Brasil, incluindo
arvores e arbustos com ocorréncia nos tropicos imidos, distribuida em cerca de 132 géneros ¢
5.671 espécies (GOVAERTS et al., 2014). O género Myrciaria pertence a Myrtaceae, com
ocorréncia na América Tropical, incluindo México, Cuba, Panama, Venezuela, Brasil, Bolivia,
Paraguai e Argentina (BORGES et al. 2014). O género inclui cerca de 99 espécies ja conhecidas
e destas, 22 espécies sdo nativas do territorio brasileiro (SOBRAL et al., 2016). Entre as

espécies, podemos citar a Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg, conhecida de
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forma popular como cambui. Possui abrangéncia na América Central e do Sul, sendo facil de
identificar devido sua casca esbranquicada (FRANCESCHINELLI et al., 2007).

No Brasil, a espécie habita os dominios fitogeograficos dos biomas da Floresta
Amazonica, Caatinga, Cerrado ¢ Mata Atlantica (figura 2), onde pode ser encontrada nas
vegetagcOes de Campo Rupestre, Floresta Ciliar ou Galeria, Floresta de Varzea, Floresta de Terra
Firme, Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Estacional Decidual, Floresta Estacional
Perenifolia, Floresta Ombrofila (Floresta Pluvial), Floresta Ombrofila Mista e Restinga. Em
regides litoraneas, no Nordeste e Sudeste, encontra-se em restinga arbustiva inundavel e nao-
inundavel, na faixa de transigcdo de restinga herbacea para floresta de Mata Atlantica (SOUZA;

MORIM, 2008; LOURENCO; BARBOSA, 2020; LEMOS et al., 2018).

Figura 2. Mapa de distribuicdo geografica do cambui (Myrciaria floribunda (H. West ex
Willd.) O. Berg (Myrtaceae) em territorio brasileiro.
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Fonte: Centro Nacional de Conservagdo da  Flora. Disponivel em: <
http://cncflora.jbrj.gov.br/portal/pt-br/profile/Myrciaria%?20floribunda>. Acesso 26 out. 2021.

O cambui é facilmente observado no nordeste brasileiro, especificamente nos estados
de Sergipe ¢ Alagoas, podendo ser encontrado principalmente no bioma Mata Atlantica

(GARCIA et al., 2021b; SILVA; NASCIMENTO; MUNIZ, 2020). Em Alagoas, pode ser
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encontrado crescendo de forma espontanea e nativa nos municios de Coruripe, Feliz Deserto,
Penedo e Piagabucu (SALVADOR, 2020).

As folhas da espécie possuem peciolo glabo, com lamina eliptica a ovado-lanceolada,
cartaceas, glabas nas duas faces, pouco discolor e apresentam nervuras secundarias bem
pronunciadas, suas flores sdo pequenas de cor branca, reunidas em forma de inflorescéncia
cimosas, tendo bractéolas de forma arredondada (SANTOS et al., 2018a). Seus frutos sdo
pequenos e suculentos, do tipo baga globosas, glabras e brilhantes, ricos em vitamina C (106,38
a 170,21 mg de 4acido ascorbico/100 g'! MF) e quando maduros apresentam coloragio que varia

do laranja ao roxo (PINHEIRO et al., 2011) (figura 3).

Figura 3. Frutos de cambui (Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg (Myrtaceae).
A. Ramos com frutos; B. Frutos com variagdo de cores.

Fonte: Lemos et al. (2018).

A reproducao do cambui é determinada pelas condigdes climaticas, onde a chuva induz
a florac@o e frutificagdo, enquanto o repouso fisiologico ocorre durante o periodo de menor
precipitacdo. Sua polinizagdo ocorre principalmente por abelhas, especialmente pelas espécies
Apis melifera e Trigona spinipes, enquanto suas sementes sdo dispersas principalmente por
passaros (FRANCESCHINELLI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2021).

A espécie possui sua exploragdo unicamente na forma de extrativismo e sua
comercializagdo e produtos obtidos sdo feitos de forma artesanal por meio de produtores
familiares e comunidades locais, com restri¢ao ao seu local de ocorréncia e somente no periodo
de safra (LEMOS et al., 2018). Seus frutos além de consumidos in natura, sdo muito utilizados
para o preparo de sucos, sorvetes, licores ¢ doces caseiros, onde mesmo com seu grande
potencial, existe uma vasta escassez de dados na literatura sobre a planta, tornando-se
dificultosa a coleta de dados para estudos no que se refere a uma selecdo, pré-melhoramento,

melhoramento e domesticagdo (SANTOS et al., 2018a).
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Entre os estudos ja realizados com cambui, podemos citar morfoanatomia, reproducéo,
qualidade do fruto, caracteriza¢do quimica, diversidade genética, atividade antioxidante, anti-
inflamatodria, antimicrobiana e inseticida (FRANCESCHINELLI et al., 2007; TIETBOHL et
al., 2012; SILVA; AZEVEDO et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; NASCIMENTO; MUNIZ,
2020; SANTOS et al., 2020; GARCIA et al., 2021a), todavia ainda nio h4 estudos sobre suas

respostas a estresses ambientais, como o déficit hidrico.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Localizacio do experimento, obtencio e cultivo das mudas

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Campus de Engenharias e
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas, Rio Largo — AL (°29°45”S,
35°49°54”W, altitude de 127 m) de fevereiro a margo de 2021.

Os frutos foram coletados do banco de germoplasma de cambui do Campus de
Engenharias e Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas. A polpa dos frutos foi
retirada e as sementes lavadas e, posteriormente, semeadas em bandejas com vermiculita para
germinarem. ApoOs a germinacdo, as plantulas foram colocadas em tubetes de 230 cm?® com
substrato Bioplant®. As mudas ficaram em viveiro telado por seis meses e depois transferidas
para sacolas plasticas com solo e esterco de curral na proporgdo 3:1 por mais seis meses ¢
posteriormente plantadas em baldes com capacidade volumétrica de 20 L juntas a um tutor,

com trés furos na base para facilitagdo do processo de drenagem.

4.2 Condicdes do experimento e estratégia experimental.

A classificagdo climatica de acordo com Koppen € tropical chuvoso (Am), tendo verdo
seco ¢ pluviosidade média anual de 1300 a 1600 mm (ALVARES et al., 2013). Os dados
meteoroldgicos no decorrer do experimento foram registrados por uma estacdo meteorologica
automatica modelo WS - GP1 (DELTA-T Devices, Cambridge - England), instalada na casa de
vegetagdo, onde foram registados dados de temperatura, umidade relativa do ar (UR) e radiagao
a cada 5 min ¢ a média armazenada a cada 15 minutos em datalog. Calculou-se o déficit de
pressdo de vapor do ar (DPV) com base nos dados de temperatura ¢ UR, segundo Allen et al.

(1998), conforme a equagdo 1.
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Onde:

12,27T ] (es —UR
237,3 + T) 100

es = Press@o de vapor do ar saturado (kPa)

e = pressao de vapor do ar (kPa)
T = Temperatura (°C)
UR = Umidade relativa (%)

)
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Figura 4. Dados meteorologicos em casa de vegetagdo, referentes ao periodo experimental, de
16 de fevereiro a 18 de margo de 2021. A. Variacdo diaria de temperatura e umidade relativa
do ar; B. variacdo média ao longo do dia de temperatura e umidade relativa do ar; C. Variagdo
diaria de radiagdo e DPV; D. variagdo média ao longo do dia de radiacdo ¢ DPV.
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As plantas de cambui possuiam altura de aproximadamente 0,50 m e aproximadamente

2,5 anos de idade. As plantas foram submetidas a dois tratamentos hidricos, controle e

deficiéncia hidrica, o primeiro caracterizado pela irrigagdo das plantas de acordo com suas

necessidades, até atingir a capacidade de campo, enquanto o segundo, houve suspensio total da

irrigagdo. Além disso, ocorreu analise de umidade do solo a 20 cm de profundidade a cada trés

dias, utilizando a sonda SM-200 (DELTA-T Devices, Cambridge — England) (figura 5).
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Figura 5. Umidade do solo em vasos para cultivo de plantas de cambui (Myrciaria floribunda
(H. West ex Willd.) O. Berg) (Myrtaceae) cultivadas sob dois tratamentos hidricos, controle e
deficiéncia hidrica, durante 30 dias de avaliacdo. As linhas verticais indicam o erro padrdo da
média.
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Fonte: Autor, 2022.

A eficiéncia quantica efetiva do PSII (®PSII), eficiéncia quantica potencial do PSII
(Fv/Fm), umidade do solo a 20 cm de profundidade e andlise visual para sintomas de murcha
foram monitorados até¢ 30 dias de imposicdo ao estresse, onde as plantas sob estresse
apresentaram redugdes em ®OPSII e Fy/Fr superiores a 25%, umidade do solo proxima a 0% e
sintomas bem pronunciados de murcha, sendo este momento considerado o estresse maximo

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC). As
analises de ®PSII e F/Fn foram em medidas repetidas no tempo (parcela subdividida no
tempo), avaliando-se o efeito dos tratamentos hidricos em cada dia de avaliagdo. Ja para as
demais variaveis, considerou-se somente o estresse maximo, ou seja, a analise ocorreu apenas

aos 30 dias.
4.3 Analises ecofisioldgicas e bioquimicas
As folhas do ter¢o médio em bom estado fitossanitario foram utilizadas para todas as

avaliagdes. A coleta de material para avaliagdo de teor relativo de agua, pigmentos

fotossintéticos e extravasamento de eletrolitos se deu entre 11:00 e 13:00 horas. Logo apds a
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coleta, as folhas foram armazenadas em caixa de isopor com gelo, posteriormente, transferidas
para o laboratorio de Fisiologia Vegetal para posterior avaliagdo.

O material foliar coletado para as analises de Malondialdeido (MDA) e enzimas
antioxidantes ocorreu de acordo com os mesmos pressupostos das coletas anteriores, diferindo
somente no armazenamento, onde as amostras foram transferidas para caixa de isopor com
nitrogénio liquido. Posteriormente todo o material foi transportado para o laboratorio de

Fisiologia Vegetal e mantido em freezer -60 °C até respectivas analises.

4.3.1 Andlise da eficiéncia fotoquimica do PSII

A eficiéncia fotoquimica foi analisada a cada trés dias através de medidor de
fluorescéncia modulada PAM-2500 (Walz, Germany). A avaliacdo da eficiéncia quantica
efetiva do PSII (OPSII) ocorreu das 9:00 as 11:00 horas da manha, avaliando-se trés folhas
distintas por planta. A eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm) foi realizada
aproximadamente ao meio dia em uma folha por planta pré-adaptada ao escuro durante

aproximadamente 30 minutos através de pingas foliares MAXWELL; JOHNSON, 2000).

4.3.2 Numero de folhas

O objetivo desta analise foi acompanhar o processo de desfolhag@o das plantas ao longo
do processo de deficiéncia hidrica. O numero total de folhas foi monitorado em todas as plantas
do experimento quando as plantas do tratamento em deficiéncia hidrica apresentaram estresse

significativo.

4.3.3 Teor relativo de dgua

O teor relativo de agua (TRA) foi obtido através da pesagem da massa fresca, tirgida e
seca, aplicada na equagdo 2 (BARRS; WHEATERLEY, 1962):
TRA = [MF — MS)/(MT — MS)100 2)

Sendo:

TRA — Teor relativo de agua

MF — Massa fresca

MT — Massa targida

MS — Massa seca
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Para obtencdo da massa fresca, tirgida e seca, foram retirados seis discos foliares de
aproximadamente 8 mm. Em seguida, foram pesados para obtengdo da massa fresca, imersos
em agua por 24 horas e realizada pesagem para obtencdo da massa turgida. Posteriormente, 0s

discos foram colocados em estufa a 80°C por 24 horas para obter-se a massa seca.
4.3.4 Extravasamento de eletrolitos

Seis discos foliares de § mm foram retirados, os quais foram imersos em 10 mL de dgua
Milli-Q em tubos de ensaio por 24 horas. Apds, aferiu-se a condutividade inicial do meio
usando em condutivimetro de bancada (Tecnopon pnCA-150). Posteriormente, o material foi
submetido a banho termostatico em temperatura de 100°C, por 60 minutos e, apds resfriamento,
aferiu-se a condutividade final. O extravasamento de eletrdlitos foi analisado conforme a

equagdo 3 (SCOTTI-CAMPOS; THU PHAM THI, 1997).
EE =(Z%)100 3)
CF
Sendo:
EE — Extravasamento de eletrdlitos

CIM — Condutividade inicial do meio
CF — Condutividade final

4.3.5 indice SPAD e pigmentos fotossintéticos pelo método destrutivo

A intensidade do verde foi avaliada pelo método ndo destrutivo (indice SPAD), com
utilizacdo de clorofildmetro modelo SPAD-502 (Minolta, Japan), em que foi retirada a média
de dez leituras em folhas aleatdrias de cada planta.

A quantificagdo dos teores de pigmentos fotossintéticos pelo método destrutivo foi
realizada pela metodologia de Hendry e Price (1993), onde foram pesados 100 mg de folhas e
transferidos para tubos de ensaio cobertos com papel aluminio e, posteriormente, adicionou-se
10 mL de acetona a 80% (v/v). Apds 24 horas, foram realizadas as leituras de absorbancias em
espectrofotdmetro, nas faixas de 480, 645, 663 ¢ 710 nm para determinagdo dos teores de
clorofila a e clorofila b, representados em mg g”! MF, e teores de carotenoides, representados
em pmol g! MF (LICHTENTHALER, 1987). Calculou-se posteriormente os teores de clorofila

total (clorofila a + clorofila b) e a razdo clorofila a/b (clorofila a/clorofila b).
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4.3.6 Extracdo de osmorreguladores

Para a quantifica¢do dos teores de aminoacidos soliveis totais, agucares soluveis totais
e prolina foliar livre, foi produzido um extrato a partir de 100 mg de pé de material foliar
liofilizado e macerado utilizando um macerador automatico, ao qual pipetou-se 10 mL de MCA
(metanol:cloroférmio:agua) na propor¢do de 12:5:3, por meio da metodologia de Bieleski e
Turner (1966), com modificagdes de Brandao (2005).

Posteriormente, o material foi transferido para tubos falcon e submetido a agitacdo
vigorosa, em seguida, colocado sob refrigeragdo durante 24 horas para extragdo dos compostos
citados e, posteriormente, submetido a centrifugacdo a 4.000 x g, durante 9 minutos. O material
precipitado foi guardado para produgdo posterior do extrato para quantificacdo de proteinas.
Em seguida, o sobrenadante foi transferido para tubos falcon com capacidade para 50 mL, em
que para cada 4 mL, adicionou-se 1 mL de cloroféormio e 1,5 mL de 4gua deionizada. Apos, os
tubos foram submetidos a agitacdo vigorosa durante 20 segundos e colocados em refrigeragio
durante 24 horas para separacao das fazes. Posteriormente, transferiu-se o sobrenadante para
tubos de ensaio, que foram colocados em banho termostatico sob temperatura de 38 °C para
eliminacdo de residuos do cloroféormio, durante cerca de 20 horas. Apos, foi medido o volume
do extrato e em seguida transferido para o freezer sob temperatura de -20°C para sua

conservacao.

4.3.7 Quantificagdo de proteinas soluveis totais

A produgdo do extrato foi realizada através do material foliar precipitado e reservado
durante o processo de extragdo dos osmorreguladores, descrito em 4.8, segundo o método de
Brandao (2005). O precipitado foi ressuspendido novamente em 10 mL de NaOH 0,1 N, através
de agitacdo vigorosa com utilizacdo de agitador de tubos e posteriormente foi colocado em
refrigeracdo por 24 horas. Em seguida, o extrato foi submetido a centrifugacdo a 4.000 x g,
durante 9 minutos e, depois, o sobrenadante foi usado para a quantificacdo das proteinas.

A quantificacdo de proteinas foi realizada de acordo com a metodologia de Bradford
(1976), método de ligacao das proteinas ao corante Coomassie Brilliant Blue G-250 da solucao
Bradford. A preparagdo da solugdo ocorreu da seguinte forma: em um baldo foram colocados
100 mg do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 em 50 mL de alcool etilico a 95%. Logo

apos, o material foi agitado até o corante ser totalmente diluido e, em seguida, colocou-se 100
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mL de acido fosforico 85%. Posteriormente, agitou-se novamente, ¢ o volume da solugéo foi
completado para 1 L, utilizando 4gua destilada e em seguida filtrado 5x por meio de papel filtro.

Os teores de proteinas foram determinados através da pipetagem de 30 uL de extrato em
tubos de ensaio, com 370 pL de dgua deionizada e 2 mL da solu¢do Bradford. Posteriormente,
o material foi submetido a agitacdo e foram aferidas as absorbancias em 595 nm em
espectrofotdmetro zerado com um “branco” feito com agua deionizada para substituir o extrato.
Em seguida, os dados obtidos foram calculados através de curva padrdo de albumina sérica

bovina (0, 04, 08, 12, 16, 20, 24, 28 ug) e representados em mg g'! MS.

4.3.8 Quantificacdo de aminoacidos soltiveis totais

Através da metodologia de Yemm e Cocking (1955), foi realizada a quantificacdo de
aminoacidos soluveis totais, onde 50 pL de extrato foram transferidos para tubos de ensaio com
450 pL de agua deionizada, 250uL de tampao citrato e 500 de KCN 2% (v/v) diluido através
de solucdo de 0,01 M de KCN em agua e 100 uL de ninhidrina 5% (em metil glicol).

Posteriormente, a mistura foi submetida a agitacdo vigorosa através de agitador
magnético durante 10 segundos e colocada em banho termostatico durante 20 min a 100°C.
Posteriormente, o material foi retirado e interrompeu-se a reagdo em banho de gelo durante 10
minutos e, apos este periodo, foram colocados 650 uL de etanol a 60%. Em espectrofotometro,
foram feitas as leituras em absorbancia em 570 nm. Os teores de aminoacidos soluveis totais
foram analisados usando curva padrdo de aminodcidos (pool de aminoacidos (arginina, glicina,
acido glutamico e fenilalanina) nos teores: 0, 0,025, 0,05, 0,075, 0,1, 0,125, 0,15 umol) e os

resultados apresentados em pmol g'! MS.

4.3.9 Quantificacdo de aglcares soluveis totais

Por meio do método de Dubois et al. (1956), foi realizada a quantificacdo dos agtcares
soluveis totais. Uma aliquota com extrato MCA de 350 pL (diluido em 10x) foi adicionada
juntamente com 150 pL. de 4gua deionizada em meio de rea¢do com fenol 5% e acido sulfurico
concentrado. A solugdo passou por breve agitagdo e posteriormente foi colocada em banho de
gelo durante 10 minutos, em seguida, as absorbancias foram determinadas em
espectrofotdmetro a 490 nm. Os teores de aglicares foram expressos em pg/g MS, através de

calculos realizados utilizando uma reta padrao de glicose (0-54,0 ug).
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4.3.10 Quantificag¢do de prolina livre foliar

Seguindo o método de Rena ¢ Masciotti (1976), com modificagdes de Marcos (2012)
para utilizagdo de extrato MCA para prolina, realizou-se a quantificacdo de prolina livre foliar.
Pipetou-se 300 pL do extrato MCA, 100 pL de glicina 0,13 M ¢ 2,6 mL de agua deionizada em
tubos de ensaio rosqueaveis, em seguida o material foi submetido a agitagdo breve.
Posteriormente, foram adicionados 2 mL de acido acético concentrado e 2 mL de uma solugéo
de ninhidrina acida (600 mg de ninhidrina + 15 mL de acido acético concentrado + 10 mL de
acido fosforico 6 M). Os tubos foram fechados e submetidos a agitacdo vigorosa.
Posteriormente, a mistura foi colocada em banho termostatico em temperatura de 100 °C com
duracdo de 30 minutos. A reacdo foi interrompida com um banho de gelo, em seguida pipetou-
se 4 mL de tolueno em cada tubo e, posteriormente, foram fechados e agitados vigorosamente
durante 15 segundos. O sobrenadante foi coletado ¢ sua absorbancia aferida em 515 nm em
espectrofotdmetro, com “branco” utilizando tolueno concentrado. Os teores de prolina foram
representados em pmol g MS, e os calculos foram realizados através de uma reta padrdo de

prolina (0, 0,1, 0,2, 0,25, 0,5 umol).

4.3.11 Avaliac@o da peroxidagao lipidica

A quantificagdo da peroxidagdo lipidica se deu através das concentracdes de
substancias reativas ao acido 2-tiobarbitirico (TBA) e representadas em equivalentes de
malondialdeido (MDA), seguindo a metodologia de Cakmak e Horst (1991). Para extragao,
foram pesados 150 mg de material foliar fresco, sendo em seguida macerado com a utilizagédo
de nitrogénio liquido e 2 mL de 4cido tricloroacético a 0,1% (p/v) , posteriormente, submetido
a centrifugacdo a 10.000 rpm durante 15 minutos sob temperatura de 4°C e, em seguida, o
sobrenadante foi coletado para analise. Posteriormente, pipetou-se 100 pL do extrato, juntos a
1,9 mL de TBA a 0,5% (p/v) (em acido tricloroacético a 20%). Os tubos foram transferidos
para banho termostatico em temperatura de 90 °C durante 20 minutos, onde foi observada a
alteracdo de coloracdo. A reagdo foi paralisada através de banho de gelo ¢ a mistura foi
clarificada através de centrifugacdo a 13.000 g durante 5 minutos, sob temperatura de 4°C. As
leituras foram feitas em espectrofotdmetro em absorbancia de 532 nm e os dados obtidos

representados em nmol g MF.

4.3.12 Avaliagio da atividade enzimatica antioxidante
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4.3.12.1 Superoxido Dismutase (SOD)

De acordo com o método de Giannopolitis ¢ Ries (1977), com algumas modificagoes,
foi analisada a atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD). Para obtencdo do extrato
vegetal, foram pesados 300 mg de tecido vegetal fresco, sendo o material macerado em 2 mL
do meio de extracdo posteriormente. Foi usado o meio de extragdo tampao fosfato de potassio
(TFK) 300 mM, pH = 7,8. Em seguida, o material passou por centrifugacdo a 10.000 x g durante
15 minutos em temperatura de 4°C, sendo retirada uma aliquota de 100 pL do extrato.
Posteriormente, adicionou-se 2,9 mL do meio de reagdo composto por TFK 300 mM, pH 7,8,
possuindo EDTA a 100 nM, cloreto de azul de nitroblutetrazolio (NBT) (Sigma Chemical
Company) a 75 uM, metionina a 13 mM (Sigma Chemical Company) e riboflavina a 2 uM. A
reacdo ocorreu em camara escura tendo luz fluorescente a 15 W por 9 minutos,
aproximadamente. Utilizou-se como “branco” somente TFK e foi observada a formagdo da
formazana azul em tubos em que hd meio de reagdo sem adi¢@o de extrato vegetal.

As leituras foram feitas utilizando cubeta de vidro em espectrofotdmetro em 560 nm. A
atividade da SOD foi determinada, pois esta enzima inibe o processo de fotorredugao do cloreto
de azul de nitroblutetrazolio (NBT) em exposi¢do a luminosidade, onde a reagdo ¢ interrompida
com o apagar da luz. Os teores de SOD foram calculados através da divisdo da absorbancia
(560 nm) da formazana azul pela absorbancia (560 nm) da amostra vegetal. Os resultados foram

representados em unidade de SOD mg™! de proteina.

4.3.12.2 Ascorbato Peroxidase (APX)

A determinacdo da atividade da enzima Ascorbato Peroxidase (APX) ocorreu através
da metodologia de Nakano e Asada (1981), com algumas modificagdes, em que a absorbancia
¢ acompanhada em 290 nm em meio de reacdo onde o ascorbato sofre o processo de oxidagao.
Todas as etapas foram realizadas, até o momento de leitura, para que o material ficasse sob
temperatura inferior a 4°C. O extrato foi obtido a partir de 150 mg de material foliar fresco,
macerado utilizando nitrogénio liquido e 1,5 mL do meio de extracdo com constituicdo de
tampao fosfato de sodio 50 mM (pH 7,0), polivinilpirrolidona (PVPP) 2%, EDTA 0,1 mM e 2
mM ascorbato de sodio.

Posteriormente, o material foi submetido a centrifugacdo a 10.000 rpm durante 40 min

a 4 °C, em seguida, a reacdo foi iniciada apds a pipetagem de 60 pL da amostra em cubeta de
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quartzo, junto a tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), EDTA a 1 mM e ascorbato de
sodio a 5 mM, seguido pela adigdo de Ho Oz a 1 mM e a reagéo foi iniciada (volume final 2 mL).
Exceto o extrato que foi colocado em gelo sob temperatura de 4°C, as solugdes do meio de
reacdo foram colocadas em temperatura de 30°C. Apos a adicdo de H>O», a solucdo foi
homogeneizada de forma breve e transferida o mais rapido possivel para leitura no
espectrofotdmetro a 290 nm, durante um minuto, onde foi observado a diminuicdo da
concentracdo de ascorbato no meio de reagdo. Para os calculos da atividade da enzima APX,
usou-se o coeficiente de extingdo do ascorbato de 2,8 mMcm! e os dados da atividade

enzimatica foram representados em min™! mg™! proteina.

4.3.12.3 Catalase (CAT)

Através da metodologia utilizada por Havir e McHale (1987), acrescida por algumas
modificagdes, determinou-se a atividade da enzima Catalase (CAT). Até o momento da leitura,
toda metodologia foi feita para que o material ficasse sob temperaturas inferiores a 4°C. A
obtencdo do extrato ocorreu através de pesagem de 150 mg de material foliar fresco e macerado
posteriormente com nitrogénio liquido e 1,5 mL do meio de extragdo com tampao fosfato de
sodio 50 mM (pH 7,0), polivinilpirrolidona (PVPP) 2%, EDTA 0,1 mM e 2 mM ascorbato de
sodio.

Em seguida, o material passou por centrifugacdo a 10000 rpm durante 40 minutos em
temperatura de 4°C. Posteriormente, uma aliquota de 20 puL foi adicionada em cubeta de quartzo
com tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), depois foi adicionado H>O; a 12,5 mM dando
inicio a reagdo (volume final 3 mL). Exceto o extrato que foi mantido em gelo sob temperaturas
inferiores a 4°C, as solugdes do meio de reacdo foram mantidas em temperatura de 25 °C. Apos
a adicdo de H»0», a solugdo foi homogeneizada de forma breve e transferida da forma mais
rapida possivel para leitura no espectrofotdmetro a 240 nm, por 1 minuto, onde foi observado
a diminui¢io na concentragio de H>O». O coeficiente de extingdo de H,O2 de 39,4 mM'em!foi
utilizado para determinacéo da atividade da CAT, sendo os valores representados em unidades

de CAT min' mg™! proteina.

4.3.12.4 Quantificagdo de proteinas do extrato de enzimas

Os teores de proteinas do extrato foram quantificados por meio da metodologia de

Bradford (1976), descrita em 2.9. Adicionou-se 20 puL de extrato em tubos de ensaio, 380 puL
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de 4gua deionizada e 2 mL da solugdo Bradford. Posteriormente, o material passou por agitacao
¢ a afericdo das absorbancias foram realizadas em espectrofotdmetro em 595 nm, onde os
resultados foram representados em mg g' MF, por meio de uma curva padrio de proteina

albumina do soro bovino.

4.4 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F (p<0,05) através do
software SISVAR 5,6 (FERREIRA, 2019) e as médias com resultados significativos foram
plotadas.

S RESULTADOS

A imposi¢do da deficiéncia hidrica teve interagdo com os dias de avaliagdo nos
caracteres de eficiéncia quantica efetiva do PSII (DPSII) e eficiéncia quantica maxima do PSII
(Fv/Fm) (tabela 1).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para eficiéncia quantica efetiva do PSII (OPSII) e
eficiéncia quantica maxima do PSII (F/Fn) em folhas de plantas de cambui (Myrciaria
Sfloribunda (H. West ex Willd.) O. Berg) (Myrtaceae) cultivadas sob dois tratamentos hidricos,
controle e deficiéncia hidrica, durante 30 dias de avaliagdo.
Fatores de variagao Quadrados médios
®PSII Fv/Fu
Tratamentos hidricos (TH)  0,10%%* 0,08**
Dias de avaliacdo (DA) 0,006™  5,64%**

TH x DA 0,01*  248%*
CV1(%) 2092 17,16
CV2(%) 2087 1338

CV1 — Coeficiente de variagdo da parcela; CV2 — Coeficiente de variagdo da subparcela.
* ¢ ** Significativo pelo teste F a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente. ™ Nao significativo pelo teste F.

Fonte: Autor, 2022.

A partir do 21° dia de suspensdo da irrigagdo, ocorreu decréscimo nas taxas de ®PSII,
onde ao 30° dia suspensdo da irrigagdo, houve redugdo de 27,83% em relagdo ao tratamento
controle (figura 6). Ja para a razdo F,/Fn, houve decréscimo a partir do 24° dia de suspensdo da
irrigacdo, tendo uma reducdo ao 30° de suspensdo da irrigagdo de 29,43% em comparacdo ao

tratamento controle (figura 6).
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Figura 6. Eficiéncia quantica efetiva do PSII (OPSII) (A) e eficiéncia quantica maxima do PSII
(Fv/Fm) (B) em folhas de plantas de cambui (Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg)
(Myrtaceae) cultivadas sob dois tratamentos hidricos, controle e deficiéncia hidrica, durante 30
dias de avaliac@o. As linhas verticais indicam o erro padrao da média.
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As setas indicam o inicio da diferenga entre os tratamentos pelo teste F (<0,05).

Fonte: Autor, 2022.

O numero de folhas e extravasamento de eletrolitos ndo diferiram entre os tratamentos,
somente houve significancia para teor relativo de agua (tabela 2), em que com a imposigdo de
deficiéncia hidrica, o teor relativo de agua foi de 67,43%, enquanto no tratamento controle foi

de 96,03%, uma diminuicdo de 29,78% (figura 7).

Tabela 2. Resumo da andlise de varidncia do nimero de folhas (NF), teor relativo de agua
(TRA) e extravasamento de eletrolitos (EE) em plantas de cambui (Myrciaria floribunda (H.
West ex Willd.) O. Berg) (Myrtaceae) cultivadas sob dois tratamentos hidricos, controle e
deficiéncia hidrica, ao 30° dia do experimento.

Fonte de variagdo Quadrados médios
NF TRA EE
Tratamentos hidricos 6055,20™ 4091,08%** 49,41
CV(%) 27,08 10,38 30,78

CV — Coeficiente de variagdo.
** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade. ™ Nao significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2022.
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Figura 7. Teor relativo de agua (%) folhas de plantas de Myrciaria floribunda (H. West ex
Willd.) O. Berg) (Myrtaceae) cultivadas sob dois tratamentos hidricos, controle e deficiéncia
hidrica, ao 30° sob estresse. As linhas verticais indicam o erro padrdo da média.
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Fonte: Autor, 2022.

A imposi¢do da deficiéncia hidrica ndo influenciou nos nimeros das variaveis indice

SPAD, clorofila a, clorofila b, clorofilas totais, razdo clorofila a/b e carotenoides (tabela 3).

Tabela 3. Resumo da andlise de variancia do indice SPAD, clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl
b), clorofilas totais (Chl T), razdo clorofila a/b (R Chl a/b) e carotenoides em plantas de cambui
(Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg) (Myrtaceae) cultivadas sob dois
tratamentos hidricos, controle e deficiéncia hidrica, ao 30° dia do experimento.

Fonte de variagéo Quadrados médios
Indice SPAD Chla Chlb ChIT Chla/b  Carotenoides
Tratamentos hidricos 19,20 0,05 0,01™ 0,02 0,02™ 0,02™
CV(%) 6,15 39,31 42,35 39,73 12,20 27,38

s Nao significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2022.

Os teores de proteinas, aminoacidos soliveis totais e prolina livre foliar diferiram entre
os tratamentos, enquanto nao houve diferenga nos teores de aguicares soliiveis totais (Tabela 4).
Ocorreu diminui¢do de 15,62% nos teores de proteinas soluveis totais sob deficiéncia hidrica
em comparagdo ao tratamento controle, enquanto os teores de aminoéacidos soluveis totais e
prolina livre foliar aumentaram em 33,91% em 1.226,66%, respectivamente, em comparagao

aos respectivos controles (figura 8).
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Tabela 4. Resumo da analise de variancia dos teores de proteinas, aminoacidos, aglcares
soluveis totais e prolina em folhas de plantas de cambui (Myrciaria floribunda (H. West ex
Willd.) O. Berg) (Myrtaceae) cultivadas sob dois tratamentos hidricos, controle e deficiéncia
hidrica, ao 30° dia do experimento.

Fonte de variagéo Quadrados médios
Proteinas Aminoéacidos Agucares Prolina
soluveis totais soliveis totais soliveis totais  livre foliar
Tratamentos hidricos 195,39* 14361,95* 7548,78" 152,50%*
CV(%) 12,55 22,66 20,58 36,22

CV — Coeficiente de variagao.
* ¢ ** Significativo pelo teste F a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente. ™ Nao significativo pelo teste F.

Fonte: Autor, 2022.

Figura 8. Teores de proteinas soluveis totais (A), aminoacidos soluveis totais (B) e prolina livre
foliar (C) em folhas de plantas de cambui (Myrciaria floribunda) (H. West ex Willd.) O. Berg)
(Myrtaceae) cultivadas sob dois tratamentos hidricos, controle e deficiéncia hidrica, ao 30° dia
do experimento. As linhas verticais indicam o erro padrdo da média.
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Meédias seguidas de diferentes letras diferem estatisticamente entre si pelo teste F (p<0,05).

Fonte: Autor, 2022.

Prolina livre foliar (pmol g‘l MS)

O contetdo de MDA ndo diferiu quanto aos tratamentos, contudo a atividade
antioxidante das enzimas SOD, CAT e APX diferiram (tabela 5). Sob deficiéncia hidrica, houve
decréscimo de 45,51% na atividade antioxidante da enzima SOD, diferentemente, as enzimas

CAT e APX aumentaram sua atividade antioxidante em 141,66% e 88,99%, respectivamente

(figura 9).
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Tabela 5. Resumo da analise de variancia do contetido de malondialdeido (MDA) e atividade
antioxidante das enzimas Superéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Ascorbato
Peroxidase (APX) em folhas de plantas de cambui (Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.)
O. Berg) (Myrtaceae) cultivadas sob dois tratamentos hidricos, em dois tratamentos hidricos,
controle e deficiéncia hidrica, ao 30° dia do experimento.

Fonte de variagdo Quadrados médios
Malondialdeido Superoxido Catalase Ascorbato
Dismutase Peroxidase
Tratamentos hidricos 67,46™ 4305,80** 0.14** 17,25%*
CV(%) 22,27 25,68 28,44 31,91

CV — Coeficiente de variagdo.
** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade. ™ Nao significativo pelo teste F.
Fonte: Autor, 2022.

Figura 9. Atividade antioxidante das enzimas superoxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT)
(B) e ascorbato peroxidase (APX) (C) em folhas de plantas de cambui (Myrciaria floribunda)
(H. West ex Willd.) O. Berg) (Myrtaceae) cultivadas sob dois tratamentos hidricos, controle e
deficiéncia hidrica, ao 30° dia do experimento. As linhas verticais indicam o erro padrao da
média.
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Fonte: Autor, 2022.

6 DISCUSSAO
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A deficiéncia hidrica é o maior de todos os fatores que limitam a produtividade das
culturas agricolas (BASNAYKE et al., 2012). A analise da fluorescéncia da clorofila a vem
sendo bastante usada para avaliar as perturbacdes na eficiéncia fotoquimica ocasionada por
estresses abioticos, como a deficiéncia hidrica (KALAJI et al., 2018), devido seus valores serem
de importancia para verificagdo do nivel de excitacdo da energia no sistema de pigmentos que
atuam na fotossintese, disponibilizando meios para estimar a inibi¢ao ou o dano na transferéncia
de elétrons do fotossistema II (PSI) (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989). A reducio
significativa em ®PSII e na razdo F./Fn no tratamento deficiéncia hidrica em comparagio ao
tratamento controle ocorreu em tempo maior se comparadas as variaveis de eficiéncia
fotoquimica do estudo de Santos et al. (2021) com Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O.
Berg. (Myrtaceae), onde a imposi¢@o de niveis decrescentes de disponibilidade de 4gua no solo
influenciou negativamente seus niveis aos sete dias de imposi¢ao dos tratamentos.

O estresse por deficiéncia hidrica pode diminuir o transporte de elétrons, assim,
acabando por propiciar diminui¢do na atividade fotoquimica do PSII (MENG et al., 2015). Lin
et al. (2017) também observaram que a imposicdo de deficiéncia hidrica influenciou
negativamente a razdo F./Fm em Psidium guajava L. (Myrtaceae) em vasos aos nove dias de
imposigao da restri¢ao hidrica, indicando que o cambui possa ter maior resisténcia a deficiéncia
hidrica se comparado a espécie citada, dada uma maior eficiéncia do sistema fotoprotetor do
PSII (SILVA et al., 2006). Segundo Brito et al. (2020), baixos valores na razao F,/Fi, sdo
possivelmente ocasionados pela maior energia fotoquimica na folha do que a capacidade de
usa-la para conduzir a fotossintese. A redu¢do em ®PSII e na razdo Fv/Fn no cambui ocorreu
nos ultimos dias de deficiéncia hidrica, indicando que a planta apresentou intensa fotoinibig@o,
o que deve ter acontecido devido a sobre-excitagdo dos centros de reacdo do fotossistema II
(LONG et al., 1994; MURATA et al., 2007). O estresse por deficiéncia hidrica pode causar o
processo de fotoinibigdo através do aumento dos niveis de EROs, com esse aumento, as
membranas dos tilacdéides acabam por sofrer danos, consequentemente, diminuindo a eficiéncia
fotoquimica (CINTRA et al., 2020). Ademais, ¢ de conhecimento que as enzimas antioxidantes
atuam na protecdo do PSII quanto a acdo de EROs (GUO et al., 2018). Em nosso estudo, a
fotoinibi¢do ndo devera ser vista como um dano, mas sim como um mecanismo de protecdo que
permite dissipar o excesso de energia termal (TAKAHASHI; BADGER, 2011), ja que ndo foi
observada a degradacdo da membrana celular e de pigmentos fotossintéticos em plantas de
cambui sob deficiéncia hidrica.

Outro mecanismo importante como meio de tolerar a deficiéncia hidrica pode ser a

manutengdo de folhas fonte (BIANCHI; GERMINO; SILVA, 2016). Diferentemente dos dados
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encontrados em nossa pesquisa, em estudo de Felicio et al. (2016) em mudas de Fucalyptus
urograndis plantadas em vasos, a deficiéncia hidrica influenciou na reducdo do numero de
folhas. Esposito-Polesi, Rodrigues e Almeida (2011) ao estudarem a anatomia ecoldgica foliar
de Eugenia glazioviana Kiaersk (Myrtaceae), constataram que mesmo em situagdes de
estiagem, a espécie ndo perde suas folhas, que por sua vez, pode economizar energia devido
ndo realizar uma brotagdo de folhas jovens tdo significativa em compara¢do a plantas que
possuem uma abscisdo foliar mais pronunciada em razdo do estresse hidrico quando reidratadas,
além de favorecer uma mais rapida recuperag@o do sistema fotossintético ocasionada por uma
posterior reidratacao.

O cambui apresentou habito de folha persistente, tendo mecanismos de resposta a
condicdo de baixo nivel de disponibilidade de 4gua no solo quanto a questdo de abscisdo foliar
similar a E. glazioviana. Além do mais, podemos citar novamente que a redug@o nos valores de
®PSII e na razdo F./Fm ocorreram somente aos 21 e 24 dias apds a imposi¢do de deficiéncia
hidrica, respectivamente, que, unindo-se ao habito de folha persistente, torna-se um 6timo
mecanismo de resposta ao estresse hidrico. A abscisdo foliar também pode ser um mecanismo
de resposta ao estresse hidrico, diminuindo a area foliar, o que ocasiona em menor taxa de
transpiracdo, todavia a fotossintese ¢ largamente afetada, outro mecanismo importante ¢ a
murcha de folhas, além de demonstrar o estado hidrico da planta, diminui a perda de agua e
exposi¢do ao calor (ARAUJO JUNIOR et al., 2019), resposta observada no cambui.

O teor relativo de dgua na folha (TRA) ¢ um outro indicador importante do estado da
agua em plantas, pois reflete o equilibrio entre o abastecimento de dgua para o tecido foliar e a
taxa de transpiracdo (SOLTYS-KALINA et al., 2015). As plantas de cambui apresentaram
redugdo de TRA com a severidade do estresse. Dados semelhantes aos de nosso estudo foram
observados por Bartieres et al. (2020) em C. xanthocarpa, quando a supressdo de irrigacdo total
influenciou drasticamente na diminuico do teor relativo de agua. De forma semelhante, Pessoa,
Freire e Costa (2017) observaram na espécie florestal Handroanthus impetiginosus (Mart. ex
DC Mattos) uma diminui¢do no teor relativo de agua em razdo da imposigdo de estresse por
deficiéncia de agua, indicando baixos niveis de agua nos tecidos vegetais, ocasionado pelos
baixos niveis de agua no solo devido a perda constante de agua por evapotranspira¢ao
(IHUOMA; MADRAMOOTOQ, 2017). A diminui¢do no TRA em plantas em condi¢des de
deficiéncia hidrica ocasiona altera¢des fisioldgicas, como alteragdes na integridade do aparato
fotossintético (ANJUM et al., 2016), como foi observado no decréscimo em varidveis de

eficiéncia fotoquimica do PSII do cambui.
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O cambui, mesmo submetido ao longo periodo de deficiéncia hidrica, ndo alterou seu
extravasamento de eletrolitos nas folhas, o que sugere que as plantas mesmo sob seca
mantiveram a integridade das suas membranas células. Com isso, sabe-se que a manutencao
dos niveis de extravasamento de eletrolitos pode indicar tolerancia (DRANSKI; MALAVASI;
MALAVASI, 2017), resposta adaptativa observada no cambui. Devido a deficiéncia hidrica,
um maior extravasamento de eletrolitos pode ser atribuido ao estresse, que resulta na ruptura
da integridade da membrana ocasionada, por exemplo, pela producdo EROs (MARTINS et al.,
2018b). Dados semelhantes aos de nossa pesquisa quanto ao extravasamento de eletrolitos
foram encontrados por Custodio et al. (2017) em mudas de Eucalyptus urucam sob condigdes
de casa de vegetagdo, onde o estresse por deficiéncia hidrica ndo influenciou nos valores de
extravasamento de eletrdlitos. Também em Syzygium cumini L. (Myrtaceae), Zafar et al.
(2021b) em experimento igualmente com vasos em casa de vegetacdo constataram que quanto
maior o estresse hidrico, maior era o extravasamento de eletrolitos, indicativo de danos a
membrana celular (PELOSO et al., 2017).

Igualmente, em condigdes de estresse, a manutencdo da integridade dos teores de
pigmentos fotossintéticos ¢ uma 6tima resposta adaptativa, sugerindo-se a utilizagdo de meios
de protecdo do aparato fotossintético (SILVA et al., 2016), como observado em plantas de
cambui. Diferentemente de nosso estudo, Junglos et al. (2016) observaram em Campomanesia
adamantinum O. Berg (Myrtaceae), igualmente em condi¢cdes de casa de vegetagdo, que a
supressdo da irrigagdo reduziu o indice SPAD ja a partir do 14° dia de supressdo da
disponibilidade de agua. O referido estresse ndo afetou o pinhdo manso (Jatropha curcas L.)
nos valores do indice SPAD e demais variaveis de pigmentos fotossintéticos nas épocas de
avaliacdo de 60 e 90 dias de deficiéncia hidrica (MOURA et al., 2016), planta também com
grande potencial, em processo de domesticagio (CAMPUZANO-DUQUE; RiOS; CARDENO-
LOPEZ, 2016). Igualmente, Myrceugenia exsucca (DC.) O. Berg e Luma chequen (Molina) A.
Gray (Myrtaceae) sob supressdao de rega por 10 dias ndo apresentaram reduc¢do nos teores de
pigmentos fotossintéticos (BASCUNAN-GODOY et al., 2015).

Normalmente, o estresse por deficiéncia hidrica é caracterizado pelo processo de perda
de clorofila, onde indice SPAD, juntamente com a avaliagdo do conteido de pigmentos
fotossintéticos, sdo 6timos métodos para diagnosticar a integridade do sistema fotossintético
vegetal (SILVA et al,, 2014a). A diminui¢do do conteudo de pigmentos fotossintéticos pode
ocasionar diminui¢do na eficiéncia fotoquimica (KIM et al., 2004), enquanto em nosso estudo,
devido ndo haver diminuigdo em seus teores, os niveis de pigmentos fotossintéticos ndo

influenciaram na diminui¢do da eficiéncia fotoquimica. Sob condi¢des de estresse hidrico, a
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diminuigdo no contetdo de pigmentos fotossintéticos ocorre principalmente devido aos danos
ocasionados por EROs (TERZI et al., 2010).

Sdo também observadas alteracdes bioquimicas em plantas com maior tolerancia ao
estresse por deficiéncia hidrica, como mudangas nas concentragoes de osmolitos (AL HASSAN
etal., 2015; RAZA, 2020; ZAFAR et al., 2021a). Os teores de proteinas ¢ aminoacidos soluveis
totais obtidos em nosso estudo indicam relacdo com a deficiéncia hidrica, onde o cambui detém
de adaptacdes bioquimicas para tolerancia ao estresse através da diminui¢do do contetido de
proteinas soliveis € um aumento no conteudo de aminoécidos soliiveis. Vale ressaltar que os
teores de aminoacidos e proteinas possuem relagdo em condigdes de estresse, visto que ha
degradacdo catalisada por enzimas proteases e ocorre inibigdo/paralisacdo da sintese de
proteinas, assim, elevando os teores de aminoacidos soliiveis e diminuindo os teores de
proteinas (KRASENSKY; JONAK, 2012). Tal variacdo de osmorreguladores pode ser uma
adaptacdo para ajudar as plantas de cambui a tolerarem ao estresse. De forma semelhante ao
nosso estudo, Belo et al. (2015) observaram em Campomanesia sp. (Myrtaceae) submetida a
supressao de rega sob condigdes de casa de vegetagdo a diminuigdo nos teores de proteinas e o
aumento nos teores de aminoacidos. Ademais, ressalta-se que a degradacdo de proteinas pode
ser um indicativo da a¢do de maiores concentragdes de EROs (ABBAS et al., 2014).

Vale ressaltar que o cambui manteve as concentragdes de agucares soliveis totais sob
deficiéncia hidrica semelhante as plantas hidratadas. Similarmente ao nosso estudo, Bascufian-
Godoy et al. (2015) ndo observaram altera¢gdes no contetido de aguicares soluveis totais em M.
exsucca ¢ L. chequen sob condi¢Ges de estudos ja descritas anteriormente. Segundo Habib et
al. (2020), as estratégias de tolerancias ao estresse variam de acordo com a espécie vegetal.
Ainda, podemos ressaltar que as estratégias de tolerancia diferem de acordo com a intensidade
do estresse (SANTOS; LIMA; MORGADO, 2010).

No nosso estudo foi caracterizado um acumulo bastante pronunciado de prolina em
plantas sob deficiéncia hidrica. De acordo com Verbruggen ¢ Hermans (2008), o grande
acumulo de prolina observado em nosso estudo ¢ um importante mecanismo de tolerancia a
seca, onde seus teores podem aumentar em até 100 vezes em plantas sob estresse
(VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). O referido aminoacido atua como osmoprotetor no
processo de estabilizagdo de estruturas subcelulares e como antioxidante (HOSSAIN; FUJITA,
2010; SIDDIQUE; KANDPAL; KUMAR, 2018). Sugere-se que o cambui detém como
mecanismo de tolerancia ao estresse, o acimulo de prolina. Shvaleva et al. (2005) caracterizam
um aumento na concentragdo de prolina do clone ST51 de Fucalyptus globulus em estresse por

deficiéncia hidrica sob condi¢des de casa de vegetagdo. Segundo Hayat et al. (2012), a
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capacidade de acumular prolina depende do nivel de estresse e pode variar de acordo com a
espécie. Sofo et al. (2004), consideraram a prolina e MDA como indicadores bioquimicos do
estresse por deficiéncia hidrica.

O MDA ¢ caracterizado como um marcador para avaliagdo da peroxidacdo lipidica e
danos a membrana celular (ESFANDIARI et al., 2017; YUAN et al., 2010). Diferentemente
dos dados obtidos em nosso estudo, Zafar et al. (2021b) em experimento com S. cumini ja
descrito anteriormente, descreveram que o contetido de MDA exibiu um aumento sob condigdes
de deficiéncia hidrica. O MDA ¢ o produto final da peroxidagdo lipidica ¢ seu conteudo é
considerado como um indicador de estresse oxidativo nas plantas (NXELE; KLEIN; NDIMBA,
2017). Em estudo de Zafar et al. (2021a) foram observados danos na membrana celular através
do aumento nos valores de MDA e extravasamento de eletrolitos em plantas de Conocarpus
erectus L. e Populus deltoides L. submetidas a deficiéncia hidrica em casa de vegetagdo,
diferentemente de (nossa?) pesquisa, onde os valores de MDA e extravasamento de eletrdlitos
ndo indicaram danos a membrana celular. Igualmente, Lee et al. (2009) ndo caracterizam
aumento nos niveis de MDA em experimento com plantas de Trifolium repens L. em casa de
vegetagdo em periodo de imposi¢do a deficiéncia hidrica de sete dias.

A acumulagdo de aminoacidos e prolina, junto a manutencdo de agucares em cambui
sob estresse hidrico, indicam que esses osmorreguladores podem ter participado na eficiéncia
do ajustamento osmotico, influenciando na menor desidratacdo das plantas estressadas, o que
deve ter ajudado a manter baixo extravasamento de eletrolitos e MDA nas folhas de plantas sob
deficiéncia hidrica, contribuindo com menores danos na membrana celular. Assim, esses
solutos podem ter auxiliado na capacitagdo da planta em tolerar breves periodos de seca. O
incremento dos citados solutos no mecanismo de ajuste osmotico, preserva a integridade de
proteinas, enzimas ¢ membranas, mantendo o equilibrio hidrico em condigdes ambientais
desfavoraveis (TAIZ et al., 2017; OZTURK et al., 2020).

Ademais, em cambui, pode haver um forte sistema de defesa contra a agdo das EROs.
Visto que a manutengao da integridade da membrana celular pode indicar um forte metabolismo
antioxidante (GARCIA-CAPARROS et al., 2020). Em condigdes de estresse, as plantas sofrem
um aumento no conteudo de EROs, o dano oxidativo surge quando o acimulo de EROs excede
a capacidade de remogdo pelo sistema antioxidante (SILVA et al., 2012). O aumento da
capacidade enzimatica antioxidante ¢ um mecanismo de resposta aos altos niveis de EROs
(SHARMA; DUBEY, 2005).

A SOD ¢ a primeira a linha de defesa enzimatica contra os efeitos toxicos ocasionados

pela acdo das EROs (SANTOS et al., 2015). Esta enzima ¢ capaz de eliminar o poder toxico
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causado pelo radical anion superdxido, formando-se H O, (BARBOSA et al., 2014). Em
condigdes de casa de vegetacdo, ao 28° dia de imposi¢do ao estresse por defici€éncia hidrica,
Toscano et al. (2016) observaram um decréscimo bastante significativo na atividade enzimatica
da SOD em Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), resultados analogos aos obtidos em nosso estudo.
Resultados diferentes ao de nosso estudo foram obtidos por Nunes et al. (2017) em condigoes
de casa de vegetagdo na espécie florestal Schinus terebinthifolius Raddi submetida a suspensio
de irrigacdo por 41 dias, onde a atividade da SOD aumentou em razdo da imposic¢ao ao estresse.
Uma diminui¢do na capacidade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e APX pode indicar
menor tolerancia ao estresse (HARB; AWAD; SAMARAH, 2015).

As enzimas antioxidantes CAT e APX sdo as mais importantes para desintoxicagao por
H>O, (BHATT; TRIPATHI, 2011). Analogamente ao nosso estudo, Tafreshi et al. (2021) em
experimento in vitro com Myrtus communis L. (Myrtaceae) sob estresse hidrico induzido por
polietilenoglicol (PEG) descreveram aumento na atividade das enzimas CAT e APX. Ja4 em
estudo de Vieira et al. (2021) com sementes de C. xanthocarpa submetidas a dissecacdo, os
autores destacaram uma diminuicdo na capacidade enzimatica da SOD e um aumento
consideravel na capacidade enzimatica de CAT e APX apos 24 horas, semelhantemente a nossa
pesquisa com plantas de cambui em deficiéncia hidrica por 30 dias.

Sabe-se que o aumento nos valores de MDA e extravasamento de eletrolitos sdo
indicativos de estresse oxidativo (DIAS; PINTO; SANTOS, 2011), juntamente com a
degradagdo de pigmentos fotossintéticos (FAROOQ, 2009) e diminuigdo na eficiéncia
fotoquimica (CINTRA et al., 2020), todavia como ja citado anteriormente, em nossa pesquisa
com cambui, ndo houve influéncia da imposi¢do de deficiéncia hidrica nas citadas variaveis,
exceto na eficiéncia fotoquimica, mas em 21 e 24 dias de supressdo de irrigacdo para ®PSII e
Fy/Fm, respectivamente, um periodo consideravel. Com isso, pode ser sugerido um mecanismo
eficiente frente aos efeitos deletérios ocasionados pelas EROs, onde talvez a razdo da
manutengdo dos caracteres citados tenha sido o aumento na atividade das enzimas CAT e APX,
juntamente com o aumento bastante consideravel nos teores de prolina (CYRNE et al., 2003;
SIDDIQUE; KANDPAL; KUMAR, 2018).

Neste trabalho, verificou-se que o cambui teve boa resisténcia aos baixos niveis de agua
no solo, onde tais dados podem ser utilizados para auxiliar no processo de domesticacdo da
planta. Ademais, vale ressaltar novamente que o cambui ocorre em variados biomas brasileiros,
como a Caatinga e até a Floresta Amazonica (ASSIS; THOMAZ; PEREIRA, 2004). Com base
em tal abrangéncia, sugere-se uma alta plasticidade a condi¢des abidticas, como observamos

em nossa pesquisa quanto a tolerancia a deficiéncia hidrica. Mais estudos s@o necessarios para
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entender-se melhor os mecanismos de respostas a seca, como anatomia foliar e caracteres
atuantes nos processos de integridade de membrana, aparatos fotossintéticos ¢ no metabolismo

antioxidante.

7 CONCLUSAO

O cambui destacou-se uma planta com boa tolerancia ao estresse por deficiéncia hidrica.
Através da andlise de seus aspectos ecofisiologicos e bioquimicos sob a supressdo total de
irrigacdo durante 30 dias, mesmo havendo algumas caracteristicas deletérias, como a
diminui¢do de ®PSII, F,/Fn e atividade enzimatica antioxidante da SOD, o cambui ativou
importantes caracteristicas adaptativas associadas a tolerancia a seca, como a manutenc¢ao do
numero de folhas, conteido de pigmentos fotossintéticos e estabilidade da membrana celular,
aliado ao aumento dos teores de prolina e da atividade enzimatica antioxidante da CAT e APX.
Sendo assim, tendo em vista ao cendrio de baixos indices pluviométricos e expansdo da
agricultura para regides aridas e semiaridas, é sugestivo que a espécie possa tolerar periodos

consideraveis de estiagem.
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