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SILVA, ELAINE CRISTINA ALVES DA, Respostas fisiolégicas, bioquimicas e
enzimaticas em mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas a estresses abioticos.
2013. Orientadora: Rejane Jurema Mansur Custddio Nogueira; Co-orientadora:
Marilia Regina Costa Castro Lyra.

RESUMO

Os problemas relacionados com a distribuicdo de chuvas tendem a se intensificarem
com o aquecimento global, o que resulta em prejuizos econémicos, principalmente
para a regido do semiarido. A Moringa oleifera Lam. € uma espécie que apresenta
uma diversidade de usos e pode ser uma alternativa de cultivo para o semiarido.
Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar as respostas iniciais em
mudas de moringa em casa de vegetacao sob condicdes ambientais adversas em
dois ensaios (hidrico e salino). Foram avaliados parametros como, rela¢des hidricas,
trocas gasosas, eficiéncia quantica do fotossistema Il, concentracdo de pigmentos
fotossintetizantes, solutos organicos e a atividade enzimatica. Para o ensaio 1 foram
utilizados quatro tratamentos hidricos: controle (C), 5 dias de supresséao de rega (5d
SR), 10 dias de supressao de rega (10d SR) e reirrigado (RI) e para o ensaio 2
foram utilizados trés tratamentos salinos: 0 mM de NaCl (C), 75 mM de NaCl (EM) e
150 mM de NaCl (ES) em trés periodos de exposi¢do ao estresse 2, 24 e 48 horas.
Como resultados do ensaio 1, observou-se que o tratamento mais afetado foi 10d
SR, onde as plantas deste tratamento tiveram seu potencial hidrico reduzido no
entanto seu teor relativo de agua foi mantido. As variaveis das trocas gasosas para
estas mesmas plantas foram todas reduzidas em relacdo ao controle. A eficiéncia
guantica do fotossistema Il ndo foi afetada o que possibilitou a recuperacédo da
maioria das variaveis apés a reirrigacdo. Em relacdo aos solutos organicos
observou-se uma reducéo destes nas folhas das plantas submetidas ao tratamento
10d SR, no entanto para as raizes e tuberas observou-se o inverso, onde estas
plantas apresentaram o0s maiores valores. A atividade da enzima ascorbato
peroxidade foi intensificada nas raizes das plantas do tratamento 10d SR e RI, e a
atividade da catalase foi intensificada nas folhas das plantas submetidas ao
tratamento RI e reduzida nas raizes. Como resultados do ensaio 2 observou-se que
as plantas submetidas ao ES, apresentaram os menores valores para as relacdes
hidricas e trocas gasosas, que foram se intensificando com o prolongamento do
estresse. De modo geral, pode-se observar que os teores de solutos aumentaram
nas raizes e tuberas. A atividade da enzima ascorbato peroxidase foi intensificada
nas folhas e reduzida nas raizes e tuberas, enquanto a atividade da catalase foi
maior apenas nas folhas. Estes resultados foram diferentes das plantas submetidas
ao EM, pois estas apresentaram valores semelhantes as plantas do tratamento C
para a maioria das variaveis avaliadas. A supressao hidrica de 10 dias nao foi
suficiente para provocar danos ao aparato fotossintético, possibilitando a mesma
recuperar-se em apenas 24 horas de reirrigacdo. As plantas submetidas ao EM néao
foram afetadas, pois para a maioria das variaveis avaliadas, estas plantas
apresentaram valores semelhantes as plantas do tratamento C. Diferentemente das
plantas submetidas ao ES todos os parametros avaliados foram afetados
drasticamente e embora tenham aumentado a atividade enzimatica, esta ndo foi
suficiente para impedir os danos provocados pelo estresse salino.

Palavras — chaves: Seca, salinidade, potencial hidrico, fotossintese.



SILVA, ELAINE CRISTINA ALVES DA, Physiological, biochemical and enzymatic
changes of Moringa oleifera Lam. subjected to abiotic stresses.2013. Adviser:
Rejane Jurema Mansur Custédio Nogueira; Comitte: Marilia Regina Costa Castro

Lyra

ABSTRACT

The problems related to the distribution of rainfall tend to intensify as global warming,
resulting in economic losses, mainly for the semi-arid region. The Moringa oleifera
Lam. is a species that has a variety of uses and can be an alternative crop for
semiarid. Given the above, this work aimed to evaluate the initial responses in
seedlings of moringa in greenhouse under adverse environmental conditions in two
trials (water and salt). Parameters such as water relations, gas exchange, quantum
efficiency of photosystem Il, concentration of photosynthetic pigments, organic
solutes and enzyme activity. For the first test we used four water treatments: control
(C), 5 day watering suppression (5d SR), 10 days suppression watering (10d SR)
and reirrigado (RI) and the 2 test were used three treatments saline: 0 mM NaCl (C),
75 mM NaCl (EM) and 150 mM NaCl (ES) into three periods of exposure to stress 2,
24 and 48 hours. As the results of Test 1, it was observed that the treatment was
more affected 10d SR, where plants of this treatment had reduced water potential
however their relative water content was maintained. The variables of gas exchange
for such plants were all reduced compared to the control. The quantum efficiency of
photosystem |l was not affected which allowed the recovery of most of the variables
after reirrigacdo. Regarding organic solutes observed a reduction in the leaves of
these plants subjected to treatment 10d SR, however for roots and tubers observed
the reverse, where these plants showed the highest values.The activity of the
enzyme ascorbate peroxidase was enhanced in roots treatment 10d SR and IR, and
catalase activity was enhanced in the leaves of plants subjected to treatment and
reduced RI roots. he results of test 2 showed that plants subjected to ES showed the
lowest values for the water relations and gas exchange, which were intensified with
prolonged stress. In general, it can be observed that increased concentrations of
solutes in the roots and tubers. The activity of the enzyme ascorbate peroxidase was
enhanced in roots treatment 10d SR and IR, and catalase activity was enhanced in
the leaves of plants subjected to treatment and reduced RI roots. The results of test 2
showed that plants subjected to ES showed the lowest values for the water relations
and gas exchange, which were intensified with prolonged stress. In general, it can be
observed that increased concentrations of solutes in the roots and tubers. The
activity of the enzyme ascorbate peroxidase was intensified in the leaves and roots
and tubers decreased, while catalase activity was higher only in the leaves. These
results were different from plants subjected to ES, because they were very similar to
plants of treatment C for most variables. The suppression water 10 days was not
enough to cause damage to the photosynthetic apparatus, allowing the same recover
in just 24 hours reirrigagao. Plants subjected to EM were not affected, because for
the majority of variables, these plants showed similar treatment plants C. Unlike
plants subjected to ES all parameters were drastically affected and although it
increased the enzyme activity, this was not enough to prevent the damage caused by
salt stress.

Key words: Drought, salinity, water potential, photosynthesis.
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1 INTRODUCAO

O aumento da temperatura decorrente do aquecimento global tem provocado
graves mudancas climaticas, principalmente em relagdo a distribuicdo das chuvas
em regides de clima umido e em regibes conhecida pela escassez em agua
(PELLEGRINO; ASSAD 2007). A regidao semiarida brasileira apresenta longos
periodos de seca e temperaturas elevadas, ambos, fatores limitantes para o
desenvolvimento das plantas (FARIAS, 2008). Atrelado a esta deficiéncia hidrica, o
aumento de areas salinizadas, devido ao uso intensivo de agua salobra nas praticas
de irrigacdo, contribuem ainda mais para 0s prejuizos na produtividade agricola
(OLIVEIRA et al., 2010).

A é&gua é um dos recursos fundamentais para o desenvolvimento dos
vegetais, ja que a mesma contribui para a manutencdo das moléculas bioldgicas,
células, tecidos e organismos (MARENCO; LOPES, 2005). Na producéo vegetal, o
déficit hidrico ocupa posicdo de destaque dentre os varios fatores limitantes, pois
além de afetar os processos metabdlicos nas plantas, tais como a fotossintese e a
respiracdo, € um fendmeno ocorrente em plantas que cobrem grandes extensdes de
areas cultivaveis (NOGUEIRA et al. 2001).

Outro fator que apresenta a mesma importancia dentre os limitantes no
crescimento e desenvolvimento dos vegetais € 0 excesso de ions na solugdo do
solo. A salinizacao nas areas irrigadas € um problema mundial, atingindo cerca de
25% destas areas do globo terrestre e os efeitos desta sobre o desenvolvimento das
plantas podem ser provocados pela dificuldade de absorcdo de agua e toxidade de
ions especificos que interferem nos processos fisioldgicos, limitando o crescimento
dos vegetais (DIAS; BLANCO, 2010).

As plantas quando submetidas a condi¢cdes adversas, respondem com
reducdo do seu potencial hidrico foliar e turgescéncia foliar, fechamento dos
estbmatos, e consequentemente, com uma menor taxa fotossintética o que reflete
em seu crescimento celular (JALEEL et al. 2009). Muitas plantas acumulam
metabdlitos compativeis no citoplasma de suas células na tentativa de combater o
estresse hidrico e salino, a fim de evitar os danos provocados por tais efeitos
(BOHNERT et al.,, 1995; MUNNS, 2002). Podendo ainda haver uma ativacdo na
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atividade de algumas enzimas, as quais atuam na defesa contra os radicais livres
(SOARES; MACHADO, 2007).

Embora o crescimento e desenvolvimento de diversas espécies florestais
tenham sido estudados sob condigbes ambientais adversas, para Moringa oleifera
Lam.estas informagfes ainda sdo escassas. O cultivo de espécies tolerantes a seca
e a salinidade na regido do semiarido pode servir como uma opcéao viavel para a
recuperacao de solos com tais caracteristicas (MIRANDA et al., 2007).

De acordo com algumas literaturas, a moringa € uma espécie tolerante ao
estresse hidrico e a elevadas concentracfes salinas (BEZERRA et al, 2004,
FRIGHETTO et al., 2007). Por se desenvolver em ambientes com estas
caracteristicas, ha um esforco em seu cultivo na regidao do semiarido brasileiro, como
hortalica, pelo seu alto teor nutricional e na purificacdo de agua. O reconhecimento
de sua importancia e o incentivo em seu plantio em comunidades carentes vem
sendo realizado por organizacbes nao governamentais (ONGs), por meio da
distribuicdo de mudas ou sementes (KIILL et al., 2012).

A Moringa oleifera Lam. € uma espécie de origem do norte da india e
apresenta uma diversidade de uso. Tal espécie pode ser utilizada no tratamento de
purificacdo de &agua, producdo de bidiesel, na indlstria cosmética, alimenticia e
medicinal (SANTANA et al., 2010). Esta espécie pode ser uma alternativa para a
regido do semiarido, uma vez que seu sustento € proveniente, principalmente, de
atividades de agricultura e pecuaria, podendo assim, utiliza-la na agricultura familiar.

Diante do exposto esta pesquisa teve como objetivo avaliar as respostas da
Moringa oleifera sob condicbes adversas, para isso foram desenvolvidos dois
ensaios em casa de vegetacdo onde se avaliou o desenvolvimento da espécie sob

supressao hidrica e de estresse salino.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A MORINGA OLEIFERA LAM.

A Moringa oleifera Lam. € uma espécie nativa do norte da india, Paquistio e
Nepal, cultivada também nos paises do sudoeste asiatico, peninsula Arabica, Africa
tropical, América Central, Caribe e América do Sul tropical (ROLOFF, 2009). Foi
introduzida no Brasil por volta de 1950 (ALMEIDA et al., 1999) com finalidade de
arborizacdo, jA que adapta-se a uma ampla faixa de temperatura (26° a 40°C),
suportando longos periodos de estiagem e uma pluviosidade média anual de 500
mm (ROSA, 1993).~

E a espécie mais conhecida do Gnico género (Moringa) da Moringaceae. E
conhecida também como lirio-branco e quiabo de quina, em inglés, é chamada de
drumstick (baqueta) devido ao seu fruto que possui um formato de bastéo de bater o
tambor (EPSTEIN, 1975; SANTANA et al., 2010). Caracteriza-se por ser uma planta
de porte arboreo, podendo alcancar até 10 m de altura, a sua casca € bege-clara e
branca, espessa, mole e reticulada, o lenho € pouco resistente, amarelado e poroso.
Apresenta folhas alternas, compostas, bipinadas de coloragdo verde palida e as
flores sdo de coloracédo creme a branca, perfumadas, agrupadas em inflorescéncias
terminais cimosas e sua polinizacdo é feita, principalmente, por insetos da ordem
Hymenoptera Os frutos sdo do tipo capsula loculicida alongada, com comprimento
médio de 28,50 cm e largura média de 2,21 cm, contém de 10 a 20 sementes
armazenadas em uma polpa branca. As sementes sdo globdides, escuras
externamente e o endosperma branco e oleoso. (CYSNE, 2006; RAMOS et al.,
2010).

As familias que residem no semiarido nordestino tém seu sustento
dependente, principalmente, de atividades de agricultura e pecuéria. De acordo com
Oliveira et al. (2009), uma alternativa para esta regido € o plantio de moringa,
espécie utilizada na agricultura familiar como fonte de suplemento alimentar, uma
vez que suas folhas s@o fontes de vitamina A, vitamina B e C, aminoacidos
(metionina e cisteina) e minerais, como ferro (582 mg/kg), potassio (21,7 mg/kg),
célcio (26,4 mg/kg) e zinco (113,9 mg/kg) (MOURA et al, 2009). Devido as suas
propriedades alimentar, h4 um esforco em difundi-la como hortalica rica em

vitaminas (KERR et al., 1998). A espécie (folha, flor e fruto) ja é utilizada em diversos
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pratos e alguns pesquisadores tentam substituir o trigo pela farinha de folhas na
producao de cookies, aumentando assim seu valor nutritivo (BAPTISTA, et al., 2012)

O po6 extraido das sementes de moringa € empregado no tratamento de
purificag@o de &gua, principalmente por ser de baixo custo, podendo substituir o uso
de tratamentos quimicos convencionais (SILVA, 2005), os quais dependendo da
substancia utilizada podem ser prejudiciais a saude. Seu principio ativo encontra-se
no composto ativo encontrado em suas sementes, o qual devido as cargas atua
neutralizando particulas coloidais, formando flocos e consequentemente, floculagéo
destas substancias (NKURUNZIZA et al. 2009). Diversos pesquisadores estudam a
utilizacdo da semente ndo apenas removendo a turbidez e coliformes totais
(MADRONA et al., 2010), mas também na remocao de protozoarios parasitas (NISH,
2011) e larva de dengue (NETO, 2010).

Suas sementes também apresentam propriedades ideais para a produgdo de
biodiesel (MONTEIRO, 2007; SANTANA et al, 2010). Apresenta ainda,
propriedades medicinais em quase todos seus 6rgdos (SANTOS, 2010). A madeira
pode ser utilizada para producéo de papel e fios téxteis (ROLLOF et al., 2009).

Por apresentar diversos usos: nutricional, industrial e medicinal, a cultura da
moringa, vem sendo difundida em todo o semiéarido, tornando-se ainda mais atrativa,

por ser de baixo custo de producéo e alto rendimento.

2.2 ESTRESSES ABIOTICOS

O aumento de gases na atmosfera provoca o fendbmeno conhecido como
efeito estufa. Este fendbmeno em certas concentragfes é importante para a vida na
Terra, porém seu agravamento resulta em consequéncias catastroficas, que
desestabilizam o equilibrio energético do planeta, dando origem ao aguecimento
global (GONDIM, 2010). Tal efeito ocasiona sérios problemas para o clima, e
segundo Trenberth (2007), evidéncias comprovam mudancas que podem afetar os
ambientes, em especial os de extremos climaticos, tais como a intensificacdo de
chuvas em ambientes Umidos e escassez em ambientes secos.

Além dos baixos indices pluviométricos, o aumento de areas salinizadas,
também expressa uma preocupacao social. Segundo Lima et al. (2006), milhdes de
hectares séo afetados por sais, podendo ser de causa natural ou devida as préticas
inadequadas de irrigacao, refletindo numa reducéo da capacidade produtiva deste
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solo. Ambos encontram-se entre os fatores que mais afetam as regides aridas,
podendo levar a uma salinizacdo mais intensa até o ano 2050 em mais de 50% de
todas as terras araveis (WANG et al., 2003).

A planta durante todo seu ciclo vital encontra-se sujeita a condicdes
ambientais adversas, as quais limitardo seu desenvolvimento e suas chances de
sobrevivéncia. Larcher (2001) define por estresse, as adversidades as quais as
plantas estdo expostas podendo ser de forma permanente ou esporadica o que
ocasiona mudancas e respostas a todos 0s processos metabdlicos do organismo.
Dentre os fatores de estresse abidticos se destacam: disponibilidade hidrica,
salinidade, luminosidade, temperaturas extremas, deficiéncia nutricional e baixo pH
nos solos (ASHRADF; FOOLAD, 2004).

O estresse provoca no organismo uma sucessao de fases com caracteristicas
proprias, que segundo Kerbauy (2004), inicia-se com a perda da estabilidade do
sistema e das funcdes que mantém as atividades vitais, onde levard a producéo de
uma série de substancias que atuardo como protetoras. Em seguida, o organismo
adquire uma resisténcia e se aclimata a esta condicdo desfavoravel. Se a situacéo é
temporéaria, ha uma restituicdo no funcionamento do organismo, mas se 0 estresse
se prolongar podera provocar efeitos deletérios, resultando na ultima fase, a morte
do organismo.

Ao sofrer um disturbio, a planta responde com altera¢cdes, que podem ser de
curto ou longo prazo, com o intuito de se preservar (LARCHER, 2001). Véarios
processos em nivel molecular, celular e de organismo inteiro sdo afetados durante o
estresse na tentativa de reparar os danos sofridos, para tais exige-se um custo
adicional de metabdlitos.

Sendo assim, o0 estudo dos efeitos dos estresses abidticos no
desenvolvimento dos vegetais, além de servirem como subsidios para pesquisas
agricolas, poderdo também, identificar indicadores de tolerancia ao estresse para o

manejo adequado de mudas em viveiro.

2.3 O EFEITO DO ESTRESSE HIDRICO NO DESENVOLVIMENTO DAS PLANTAS

As regides semiaridas sdo definidas com base no seu indice de Aridez (IA),

sendo este, uma relacdo entre a precipitacdo e a evaporacdo (MELO-FILHO;
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SOUZA, 2006), tais regides apresentam caracteristicas peculiares devido ao seu
clima, com paisagens naturais distintas e altamente heterogéneas.

O semiarido brasileiro apresenta uma area de 969.589,4 km?, distribuido em
1.133 municipios, localizados nos estados do Rio Grande do Norte, Ceard, Piaui,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais (BRASIL, 2005).

Esta regido possui duas condi¢cbes climaticas bastante definidas: chuvosa e
seca. O periodo chuvoso tem uma curta duragcdo, apenas trés meses, e a agua
proveniente da chuva escorre superficialmente reduzindo ainda mais seu
aproveitamento (MELO-FILHO; SOUZA, 2006). Ja o periodo de estiagem, tem uma
maior duracado, que associado a elevadas temperaturas resulta em longos periodos
de seca (ARAUJO, 2010).

A agua € um recurso essencial para o desenvolvimento do vegetal, uma vez
gue participa de todos 0s seus processos metabodlicos, e a sua auséncia afeta
diversos processos fisiologicos dos vegetais, como declinio na atividade
fotossintética, juntamente com a diminuicdo do volume celular e declinio de sua
turgescéncia (NOGUEIRA et al., 2001).

Os efeitos da seca nas plantas séo bastante variaveis, pois dependem da
intensidade, da velocidade de imposicdo do estresse e do estagio da fase de
desenvolvimento (PIMENTEL, 2004). Tais fatores também sdo determinantes para
gque o dano provocado se torne irreversivel ao desenvolvimento do vegetal
(SANTOS; CARLESSO, 1999), pois desta forma nao é possivel o reestabelecimento
das fungbes vitais, apdés as condicbes ambientais tornarem-se satisfatorias
novamente. Sendo a agua a substancia mais importante para a continuacado dos
processos metabdlicos, jA que todas as reacdes acontecem em meio aquoso
(NEPOMUCENO et al.,, 2001), é necesséaria sua manutencdo nas células dos
vegetais, 0 que permitira que estas, continuem 0S seus processos, evitando a
desidratacéo dos tecidos.

Segundo Sinclair e Londow (1986), a planta atravessa trés estagios durante a
desidratacdo, quando esta encontra-se sob deficiéncia hidrica: no 1° estagio a planta
mantém sua transpiracdo como se estivesse bem suprida de 4gua até que a
guantidade de &gua seja reduzida a 50%; no 2° estagio, hd o fechamento
estomatico, com isso a transpiracdo comeca a ser menor que o potencial hidrico da

planta; e no 3° estagio os estdmatos estdo completamente fechados. Sendo assim,
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as plantas desenvolvem mecanismos de tolerancia como respostas favoraveis, a fim
de garantir sua sobrevivéncia a deficiéncia hidrica.

Os diversos mecanismos utilizado pelos vegetais sob condi¢cdes de déficit
hidrico sdo: escape a seca e tolerdncia a seca com baixo ou alto potencial hidrico.
No primeiro mecanismo, o vegetal irA completar todo seu ciclo vital e garantir a
continuidade de sua espécie através de um descendente antes do periodo seco; no
segundo mecanismo a planta ira produzir substancias na tentativa de baixar seu
potencial hidrico e garantir que a planta continue a absorver a agua presente no
solo; e por fim, no dltimo mecanismo, esta tolerancia pode se da pela habilidade da
planta em evitar a desidratacdo, através do fechamento estomético (NOGUEIRA et
al., 2005).

A reducdo de agua disponivel no solo afeta negativamente o crescimento e
desenvolvimento dos vegetais (SINCLAIR; LUDLOW, 1986), e para avaliar o grau
dos danos provocados por essa indisponibilidade sdo avaliados alguns parametros,
tais como, as relacdes hidricas e as trocas gasosas. De acordo com Mansur e
Barbosa (2000), tais parametros sao diretamente afetados quando a planta
encontra-se em condicdes de deficiéncia hidrica.

Para evitar a perda de agua, uma das primeiras respostas da planta ao
estresse hidrico € o fechamento estomético, no entanto, como resultado, tem- se
prejuizos na fotossintese, transpiracdo e conduténcia estomatica (COSTA et al.,
2007; PORTES et al., 2006). Segundo Larcher (2001), a capacidade fotossintética é
uma caracteristica prépria do vegetal, e as trocas gasosas mudam de acordo com o
estagio de desenvolvimento do vegetal e as condicdes ambientais. E por meio da
fotossintese que as plantas transformam a energia luminosa em energia quimica
para producao de fotoassimilados indispensaveis ao seu desenvolvimento.

A fotossintese inicia-se com a captacdo dos fotons pelos pigmentos
fotossintéticos, localizados no complexo antena, onde transferem a energia captada
para os centros de reacdo dos fotossistemas | e Il. A energia proveniente do sol
impulsiona os elétrons a serem transferidos para a cadeia transportadora de
elétrons, uma parte desses sdo utilizados na reducdo de NADP® a NADPH e
oxidacéo da H,O, que participardo do Ciclo de reducéo do carbono (Ciclo de Calvin)
(TAIZ; ZAIGER, 2009).

Existem evidéncias de que o aumento do estresse hidrico afeta a

fluorescéncia da clorofila a, provocando danos ao aparelho fotossintético. Para a
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avaliacdo desse parametro, utiliza-se a relacdo entre Fv/Fm, que é um indicador do
efeito fotoinibitorio provocado pelo déficit hidrico, quando a planta encontra-se em
Otimas condi¢cdes ambientais apresentam valores que variam de 0,75 a 0,85
(ARAUJO, 2010). Valores abaixo do minimo provocam danos irreparaveis ao
aparelho fotossintético, ndo sendo possivel uma posterior recuperagdo da
fotossintese mesmo apOs a reidratacdo. Porém se ndo houver dano ao aparelho
fotossintético, mesmo sob condicao de estresse, a avaliagdo da eficiéncia quantica
do fotossistema Il pode ser um parametro de tolerancia a esse déficit (ARAUJO et
al., 2010).

As clorofilas sdo o0s pigmentos essenciais, 0s quais atuam na captacao de
energia luminosa, por isso desempenham um papel importante na fotossintese. O
teor de clorofila esta relacionado com a eficiéncia fotossintética, responséavel pela
producdo de assimilados que sdo necessérios ao desenvolvimento do vegetal e a
sua adaptabilidade a diversos ambientes (ENGEL; POGGIANI, 1991).

A osmorregulacdo também pode ser uma das respostas dos vegetais ao défici
hidrico, o qual inclui um aumento na concentracao de solutos (OLIVEIRA, 2005), tais
como compostos organicos nitrogenados que juntamente com carboidratos solUveis
sdo convertidos em amido gerando um acumulo de substancias de baixo peso
molecular no interior da célula, diminuindo assim o potencial hidrico e permitindo que
o fluxo de agua para o interior da planta continue.

Aumento na concentracdo de carboidratos sollUveis foram constatados por
diversos autores sob condi¢cées de seca (AMORIM, 2011; MAIA, 2007; PEREIRA,
2012). Mendes (2007) observou um aumento na concentracdo de carboidratos em
Swetenia macrophyla em condicbes de déficit hidrico por 12 dias e quando
reidratadas houve um decréscimo nesta concentracdo. Segundo Leprince et al.
(1993), o acumulo de solutos organicos em condi¢cdes de déficit hidrico pode estar
relacionado tanto ao ajustamento osmético bem como agente osmoprotetor na
desidratacéo celular.

O estresse hidrico pode gerar também um estresse oxidativo, devido ao
fechamento estomatico, o que resulta na limitacdo da fotossintese, no entanto, este
fechamento, ndo impede que os fétons sejam absorvidos pelos pigmentos
localizados no complexo antena. Com isso, a energia proveniente da excitacdo das
moléculas de clorofila que nao foi utilizada na fotossintese nem eliminada em forma

de calor, provoca uma producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), como o
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superéxido (0,7, peréxido de hidrogénio (H,0,), hidroxila (OH') e oxigénio singleto
(*O) (ASSADA, 1999). Estas ERO sdo altamente prejudiciais ao vegetal, uma vez
gue podem reagir com qualquer molécula da célula, tais como, proteinas, acidos
desoxirribonucléicos e peroxidacdo de lipideos provocando uma desordem celular
(SOARES; MACHADO, 2007).

Estas ERO podem ser eliminadas por um grupo de enzimas, dentre elas a
dismutase do superéxido (SOD), que é a primeira enzima a atuar na dismutacdo do
superéxido (O27) formando H,O, e O,. Entretanto, o H,O, formado também é téo
prejudicial quanto o superdxido, sendo necessario que outras enzimas, como a
catalase e a ascorbato peroxidase, completem a degradacéo total deste em H,O e
O, (SCANDALIOS, 1993). Para sobreviver sob condicdes de déficit hidrico é
necessario que a producdo de substancias antioxidantes seja suficiente para
combater as ERO formadas durante o estresse (SOARES; MACHADO, 2007).

As enzimas antioxidantes atuam de diferentes maneiras dependendo da
espécie vegetal e da condicdo ambiental que |he esta sendo imposta. Castro et al.
(2011) ao estudar mudas de Carapas guianensis observaram uma intensificacdo na
atividade das enzimas CAT e APX quando esta espécie foi submetida ao estresse
hidrico.

O déficit hidrico provoca complexas alteracdées no metabolismo do vegetal,
sendo assim, € de suma importancia relacionar os mecanismos de tolerancia
utilizados pela Moringa oleifera para conhecer seu comportamento quando esta se
encontra em ambientes de baixa disponibilidade hidrica, o que podera servir de

subsidios para um manejo adequado de mudas em viveiro.

2.4 O EFEITO DO ESTRESSE SALINO NO DESENVOLVIMENTO DAS PLANTAS

O semiarido brasileiro possui uma &rea de 1.500.000 km? caracterizados
como insuficientes em agua, constituindo o chamado “poligono das secas” (DANTAS
et al., 2002). Nessa regido, a irrigacdo assume papel fundamental no progresso da
agricultura, no entanto, a prética da irrigacdo quando conduzida inadequadamente
pode promover um aumento das concentracbes de sais na superficie do solo
(DAKER, 1984; DANTAS et al.,, 2002). Estima-se que no mundo 25% dos solos
irrigados estdo afetados por diferentes niveis de salinidade (RHOADES et al., 1992).

A elevada taxa de evaporacédo e o baixo indice pluviométrico intensificam ainda mais
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a gquantidade de sais no solo (SILVA; AMARAL, 2007). Apenas a agua participa do
processo de evaporacao, restando apenas 0s sais, 0s quais vao se acumulando em
grandes quantidades nessas regides de elevadas temperaturas (SANTOS, 2010).

A salinidade provoca efeitos de natureza osmotica, resultado do acumulo de
sais, ficando a agua retida no solo, indisponivel para a planta (PIZZARRO, 1976). A
presenca de sais na superficie pode provocar uma reducao no potencial hidrico do
solo nas regides préoximo das raizes (AMORIM et al., 2002; LOPES; MACEDO,
2008). Sendo assim, para manter o fluxo de &gua para o interior da planta, é
necessario que esta reduza ainda mais o seu potencial hidrico.

O outro problema decorrente da salinidade é decorrente do efeito idnico, uma
vez que estes ions presentes no solo ao serem absorvidos pela planta provocam
uma toxidez nos tecidos vegetais. A medida que a agua é evaporada, estes jons v&o
se acumulando no citoplasma das células, sendo posteriormente direcionados para
a parede celular, levando a desidratacao e morte do vegetal (MUNNS, 2005).

A capacidade que a planta apresenta para sobreviver e completar todo seu
ciclo vital sob substratos com altas concentracdes salinas pode ser resultado da sua
tolerdncia a salinidade, o que pode variar de acordo com a idade e a espécie
vegetal, em funcdo da intensidade e da duracdo do estresse (LACHER, 2001). As
plantas podem ser classificadas em haldfitas e glicofitas, em resposta a sua
tolerancia ou ndo a salinidade. As plantas pertencentes ao primeiro grupo
desenvolvem-se naturalmente em ambientes de elevada concentragbes salina,
utilizando mecanismos de tolerancia, enquanto as plantas pertencentes ao segundo
grupo, nao sao capazes de sobreviver em tais condi¢ées (WILLADINO et al., 2010).

Os mecanismos utilizados pelas plantas para sobreviverem em ambientes
salinos séo a producédo de solutos compativeis, que garante o fluxo de agua para o
interior da planta; compartimentalizacdo dos sais no vacuolo; e a exclusdo dos sais
através da membrana celular (LACERDA, 2005).

Os resultados do balanco hidrico € fundamental para que o vegetal continue
seu desenvolvimento, porém qualquer perturbacdo neste sistema proveniente do
ambiente salino resultara em injurias semelhantes aos provocados pela seca
(ASHRAF; HARRIS, 2004). Diversos autores constataram alteracdes resultantes do
estresse hidrico nas relacdes hidricas de varias culturas vegetais (CORREIA et al.,
2005; GOMES et al., 2004; ROCHA 1997).
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O decréscimo no desenvolvimento de plantas sob condi¢cdes de salinidade
também esta associado com a diminuicdo da capacidade fotossintética. Diversos
autores na literatura demonstram que a salinidade afeta as trocas gasosas
(MARINHO et al., 2005; SOUSA, et al., 2012;).

Segundo Kerbauy (2004), o aumento na concentracdo de carboidrato pode
ser uma tentativa de induzir o ajustamento osmatico na planta para manter o nivel
da agua. O vegetal pode intensificar sua producado de solutos organicos compativeis,
para diminuir seu potencial hidrico e garantir que a absorcdo de agua continue
acontecendo. O excesso de ions no solo também pode provocar uma reducdo na
concentracdo de carboidrato de folhas jovens, ap6s o acumulo de sais no vacuolo
das células de folhas mais maduras (MUNNS, 2002; PARIDA; DAS, 2005). Em
contrapartida, como resposta ao estresse salino, as plantas podem intensificar a
producdo e o acumulo de prolina, como defesa para manter o potencial osmético no
interior da célula (TURAN, 2009).

A capacidade das plantas em tolerar elevadas concentracbes salinas é
determinada pelas multiplas vias bioquimicas, as quais promovem retencédo e/ou
aquisicdo de agua. As enzimas exercem um papel fundamental como as superoxido
dismutase que atua na dismutacdo de radicais superédxidos livres, que s&o
produzidos em diversos locais no interior da célula, até peréxido de hidrogénio
(MCDONALD, 1999) e este € decomposto e transformado em agua e O, pela
catalase evitando o risco de oxidagao dos lipidios nas membranas.

A salinidade pode provocar um aumento na atividade da enzima catalase,
que pode ser considerado como uma adaptacdo possibilitando uma reducéo dos
danos causados nos tecidos, devido a reducdo nos niveis de H,O, (BOR, 2003;
DUTRA et al., 2011; JEBARA et al., 2005). Assim, como também pode provocar uma
reducdo na atividade enzimatica, aumentando a producdo de H,O, nas plantas, 0
gual pode ser mais consumido nos processos oxidativos, como peroxidacdo de
lipideos, resultando na deterioracdo da membrana celular (FOYER; NOCTOR, 2003;
MALLICK; MOHN, 2000).

O aparecimento dos sintomas provocados pela salinidade pode ser apés
horas ou dias de contato com o0 excesso de ions na solu¢do do solo, que pode ser
visualizados em forma de queimaduras ou necrose ao longo da folha (HOLANDA,
2006). O fenbmeno de tolerancia ao estresse salino € bastante complexo,

envolvendo mudancas nos processos fisioldgicos e bioquimicos (HARE; CRESS,
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1997), sendo a fase inicial da planta a mais critica, uma vez que situacfes de
estresse podem provocar danos irreversiveis.

Diante do exposto, é de suma importdncia a compreensdao do
desenvolvimento de mudas de Moringa oleifera submetidas ao estresse salino, uma
vez que tais estudos permitirdo um melhor manejo da espécie em ambientes que

apresentem certos graus de salinidade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LQCALIZAQAO, PERIODO E ACOMPANHAMENTO DAS VARIAVEIS
CLIMATICAS

A pesquisa foi conduzida na casa de vegetacdo do Laboratério de Fisiologia
Vegetal (LFV) do Departamento de Biologia localizado na Universidade Federal

Rural de Pernambuco (UFRPE), campus Recife (Figura 1).

Figura 1 - Local onde foram realizados os ensaios. Imagem de Satélite (Latitude:
8700'49,2°S; Longitude 34°56°59,98°0) obtida pelo programa Google Earth (A). Casa
de vegetacdo do Laboratério de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal Rural de

Pernambuco (B).

Fonte: MapLink/Tele Atlas, GOOGLE EARTH (2012) (A); MARTINS, M. O. (2008) (B).

Para a avaliacdo das respostas fisioldgicas, bioquimicas e enzimaticas de
mudas de moringa sob condigbes de estresses abidticos, foram conduzidos dois

ensaios:
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¢ Mudas de moringa submetidas ao estresse hidrico por suspensao de
rega, realizado de novembro de 2011 a janeiro de 2012, com um periodo
experimental de 47 dias.

¢ Mudas de moringa submetidas ao estresse salino, realizado de Janeiro a

fevereiro de 2012, com um periodo experimental de 35 dias.

As variaveis climaticas (temperatura do ar — T°ar e umidade relativa do ar —
UR%) foram acompanhadas diariamente pelo equipamento Data logger localizado
dentro da casa de vegetacdo. Este equipamento registra a T°ar e UR a cada 15
minutos, sendo assim, adotou-se a média do dia para a confeccdo dos graficos do
periodo experimental. Com os dados do equipamento foi calculado o déficit de
pressao de vapor d’agua (DPV), segundo Vianello e Alves (1991).

3.1.1 Acompanhamento das variaveis climaticas do ensaio 1

Durante todo periodo experimental, de acordo com o monitoramento das
varidveis climaticas (Figura 2), foi observado que a temperatura do ar média, foi de
29,70 °C, tendo variado de 26,11 °C a 31,96 °C e a umidade relativa do ar média foi
de 68,15% variando de 60,69% a 77,19%. Em relacédo ao déficit de presséo de vapor
(DPV) médio foi 1,34 kPa, e variou de 0,74 kPa a 1,61 kPa.
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Figura 2 - Comportamento diario das variaveis climaticas: temperatura do ar (T), umidade
relativa do ar (UR) e o déficit de pressédo de vapor (DPV), no interior da casa de

vegetacédo, durante o periodo experimental.
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3.1.2 Acompanhamento das variaveis climaticas do ensaio 2

Durante todo periodo experimental, de acordo com os dados das variaveis

climéticas (Figura 3), foi observado que a temperatura do ar média foi de 29,50 °C,

tendo variado de 25,25 °C a 31,49 °C e a umidade relativa do ar média (Tar) foi de

71,93% variando de 63,36% a 89,67%. Em relacdo ao déficit de pressao de vapor

(DPV) médio foi 1,18 kPA e variou de 0,33 kPa a 1,68 kPa.
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Figura 3 - Comportamento diario das variaveis climaticas: temperatura do ar (Tar), umidade
relativa do ar (UR) e o déficit de pressédo de vapor (DPV), no interior da casa de
vegetacdo, durante o periodo experimental.
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3.2 CONDUCAO DOS ENSAIOS

As mudas de Moringa oleifera foram produzidas sexuadamente de sementes
proveniente do municipio de Casa Nova, Bahia. As mesmas foram selecionadas de
acordo com o tamanho e sanidade, tratadas com hipoclorito de sodio (NaClO) a
0,5%, durante 5 min e lavadas em agua destilada para desinfestacdo. Em seguida
foram semeadas em bandejas contendo areia lavada como substrato com
capacidade para 25 sementes (Figura 4-A). As mudas foram selecionadas de acordo

com a uniformidade em altura (cm), diametro (mm) e namero de folhas (Figura 4-B).
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Figura 4 - Bandejas contendo as mudas de Moringa oleifera Lam. (A) e avaliagbes
biométricas (B) para verificacdo da uniformidade.

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

3.2.1 Estresse hidrico em mudas de Moringa oleifera Lam.

As mudas com 15 dias de idade foram transplantadas para vasos de
polietileno contendo 3 kg de solo do tipo franco argilo-arenoso (Figura 5), coletado
na cidade de Carpina — PE. O solo foi coletado a uma profundidade de 0 — 20 cm e
foi realizada a andlise de sua caracteristica fisico-quimicas (Tabela 1). Os substratos
foram mantidos na capacidade de pote, realizado através da pesagem diaria dos
vasos, utilizando-se uma balanca de marca Filizola, com capacidade para 50 kg, de

acordo com a metodologia descrita por Souza et al. (2000).
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Figura 5 - Viséo geral das mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao estresse hidrico.

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

Tabela 1 — Analise fisica e quimica do solo utilizado no ensaio do estresse hidrico em
mudas de Moringa oleifera Lam. coletado a uma profundidade de 0 a 20 cm na cidade

de Carpina.
Andlise 0-20 cm
Quimicos
Condutividade elétrica 0.83dSm™
pH (KCI - 1:2,5) 4.0
pH (agua - 1:2,5) 5,6
ca* 0.81 cmol¢ kg™
Mg** 0.41 cmol. kg™
Na* 0.32 cmol, kg™
P 41 mg kg™
K* 0.06 cmol. kg™
AP* 3.10 cmol. kg™
Matéria organica 38.27 g kg™
Fisicos
Porosidade total 45.0%
Densidade aparente 1.42 gcm’
Densidade real 2.58 gcm™
Areia 69.1 g kg
Silte 10.4 g kg
Argila 20.5 g kg

Classificacao textural ~ Franco argilo arenoso
Teor de umidade

Umidade em 1,5 MPa 14.0%
Umidade em 0,03 MPa 18.9%
Agua dtil 4.9%

Fonte: BIOCARVAO (2012)
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
constituido de quatro tratamentos. Foram realizadas trés coletas dos tratamentos: na
primeira, coletou-se quatro plantas que foram regadas diariamente (RD) e quatro
plantas submetidas a 5 dias déficit hidrico (5d SR); na segunda coletou-se quatro
plantas regadas diariamente (RD) e quatro plantas submetidas a 10 dias de déficit
hidrico (10d SR); e por fim, coletou-se quatro plantas que foi reirrigada depois de
permanecer 10 dias sem rega, sendo coletada apos 24 horas de reidratacao (RI),
totalizando 20 unidades experimentais.

Foi realizada uma andlise estatistica entre os dados obtidos das plantas
controle, uma vez que foram coletadas oito plantas no total. De forma que, se
verificou semelhancas estatisticas entre os dados, sendo assim, adotou-se o0s

valores das quatro plantas coletadas na primeira coleta.

3.2.1.1 Andlises fisiologicas, bioguimicas e enziméaticas

3.2.1.1.1 Relac®es hidricas: potencial hidrico foliar e teor relativo de agua

O potencial hidrico foliar foi avaliado em trés horarios do dia: 4, 12 e 18 horas.
Utilizando folhas completamente expandidas localizadas no terco médio da planta,
para isto, as folhas foram coletadas, envoltas em filme plastico e acondicionadas em
caixa de isopor contendo gelo, mantendo a refrigeracao para evitar a perda de agua.
Apoés isto, as folhas foram levadas ao laboratério para a realizacdo das leituras na
camara de pressao de Scholander (Figura 6-A), seguindo a metodologia descrita por
Scholander et al. (1965) (Figura 6-B).
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Figura 6 - Determinacdo do Potencial hidrico foliar (¥w). Camara de pressédo (A) e
utilizacdo do equipamento (B) em mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao
estresse hidrico.

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

O teor relativo de agua (TRA) foi mensurado nos mesmos horarios da
avaliacdo do potencial hidrico foliar, seguindo a metodologia de Weatherley (1950),
modificado. Para isto, retirou-se 6 foliolos de mesmo tamanho para a determinacéo
do TRA, que apoés pesa-los para a determinacdo do peso da matéria fresca (PMF)
(Figura 7-A) foram colocados em placa de Petri e imersos em 10 mL de &agua
deionizada (Figura 7-B). As placas foram levadas para um ambiente refrigerado por
24 h e em seguida foram pesados novamente, para a obtencédo do peso da matéria
tdrgida (PMT), logo apds, acondicionados em sacos de papel foram levados a estufa
de circulacdo forcada de ar com temperatura de 65°C para a obtencéo do peso da
massa seca (PMS) (Figura 7-C). De posse dos dados de peso da matéria fresca
(PMF), matéria turgida (PMT) e matéria seca (PMS) foi calculado o teor relativo de

agua, de acordo com a férmula:

PMF —PMS

x 100
PMT — PMS

TRA(%) =
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Figura 7 - Determinacdo do teor relativo de agua. Pesagem dos foliolos para obtencdo do
peso da matéria fresca (A); acondicionamento dos foliolos nas placas de Petri (B)
foliolos ap6s a secagem em estufa para obtencdo do peso da matéria seca (C) em
mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao estresse hidrico.

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

3.2.1.1.2 Trocas Gasosas: fotossintese liquida, transpiracdo, condutancia estomatica

e eficiéncia do uso da agua

As trocas gasosas foram medidas nos horarios entre 11:.00 e 13:00. A
fotossintese liquida (A), transpiracdo (E) e condutancia estomatica (gs) foram
mensurados com um analisador de gas a infravermelho, ADC, modelo Lci Pro+
(Figura 8-A). Com a relagéo da fotossintese e transpiracao calculado a eficiéncia do
uso da agua: EUA = A/E. Para as avaliacfes foram utilizadas folhas completamente

expandidas localizadas no terco médio superior das plantas (Figura 8-B).
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Figura 8 - Avaliagdo das trocas gasosas: fotossintese liquida (A), transpiracdo (E) e
condutancia estomatica (gs). Equipamento - IRGA (A) e utilizacdo do equipamento (B)
em mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao estresse hidrico.

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

3.2.1.1.3 Eficiéncia quantica do fotossistema Il

A eficiéncia quantica do fotossistema Il foi determinada em dois horarios de
avaliacdo (04 e 12 h) com a utilizagcdo de um fluorébmetro portétil de luz (Opti-
Sciences, Hudson, USA) (Figura 9-A), a partir da relagé@o entre a fluorescéncia inicial
(FO) e a fluorescéncia maxima (Fm), apds a adaptacdo das folhas ao escuro por 30

minutos (Figura 9-B).

Figura 9 - Determinacdo da eficiéncia quantica do PS Il. Fluordmetro (A) e utilizacdo do
equipamento (B) em mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao estresse hidrico.

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)
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3.2.1.1.4 Determinacado de pigmentos fotossintetizantes e SPAD

Foi determinado o teor de clorofila total por meio de um aparelho portatil do
modelo SPAD-502 (Minolta, Japdo) (Figura 10-A). O valor obtido foi o resultado de
uma meédia de dez leituras realizadas em folhas espalhadas na planta inteira, no

horério das 12 h, para cada tratamento (Figura 10-B).

Figura 10 - Determinac&o do indice de SPAD. SPAD (A) e a utilizagdo do equipamento (B)
em mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao estresse hidrico.

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

Além da determinacao de clorofila total, pelo método ndo destrutivo, também
se determinou o teor de clorofilas a, b, total e carotenoides pelo método destrutivo.
Para isto, coletou-se 0,1 g de matéria fresca de folhas de cada repeticdo, que foram
em seguida cortados em pequenos pedacos, colocados em tubos de ensaio
rosqueados coberto com papel aluminio para evitar a passagem de luz (Figura 11-
A), adicionado 10 mL de alcool etilico a 95% e armazenados em local refrigerado.
Apés um periodo de 48h foi quantificado os teores de clorofila a, b, total e
carotenoides, de acordo com a metodologia de Lichtenthaler e Buschmann (2001)
nos comprimentos de onda 664 nm, 649 nm e 470 nm, com 0O uso do
espectrofotdometro Biospectro, modelo SP-220 (Figura 11-B). Os valores foram
calculados pelas férmulas descritas abaixo e, os resultados expressos em miligrama

de clorofila por grama de matéria fresca (mg.g™ MF):
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Cloa=13,36 X Agsa1 — 5,19 X Asas s
Clo b = 27,43 X Agss6 — 8,12 X Assa 1
Clo tot = Clor a + Clor b
Car = [1000 x A470 — 2,13 (Clo a) 97,64 (Clo b) /209].

Figura 11 - Materiais utilizados (A) e espectrofotdmetro (B) para a determinacéo do teor de
pigmentos fotossintetizantes em mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao
estresse hidrico.

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)
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3.2.1.1.5 Determinagéo de solutos organicos

Para a determinacdo dos solutos orgéanicos foi coletado, aproximadamente 1g
da matéria fresca da folha e raiz de todos os tratamentos avaliados. Para a
avaliacdo dos solutos nas tuberas foram avaliados os tratamentos C, 10d SR e RI.
Este material foi macerado em N, e adicionado 4 mL de solucdo tampao de fosfato
monobasico (pH=7,0) a 0,1 M, o extrato foi filtrado e armazenado em recipientes. Em
seguida foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos a uma temperatura de 4
°C (Figura 12-A) e coletado o sobrenadante (Figura 12-B). Este extrato foi
armazenado para posterior determinagéo dos solutos organicos.

Os carboidratos livres totais foram determinados pelo método de fenol-acido
sulfarico (DUBOIS et al., 1956); teores de proteinas sollveis pela metodologia da
ligacdo ao corante coomassie brilliant blue (BRADFORD, 1976), os aminoacidos,
pelo método da ninhidrina (YEMM; COCKING, 1955), a concentragdo de prolina livre
foi determinada aplicando-se a metodologia da ninhidrina e acido fosférico proposta
por Bates et al. (1973), com as seguintes leituras de absorbancia em
espectrofotometro (Figura 12-C): 490, 595, 570 e 520 nm, respectivamente para
cada metodologia aplicada (Figura 10). As concentracdes dos solutos organicos

foram expressas em umol.g™* MF.

Figura 12 - Determinagdo dos solutos organicos. Centrifuga utilizada no preparo dos
extratos (A); material para a coleta do precipitado (B) e espectrofotometro (C) utilizado
para as leituras de solutos em mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao
estresse hidrico.

o P

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)
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3.2.1.1.6 Determinacao da atividade enzimatica

A avaliacdo da atividade enzimatica foi realizada em folhas e raizes de todos
os tratamentos hidricos avaliados, utilizando o extrato preparado da mesma forma
gue o extrato utilizado para a determinacéo dos solutos organicos.

Para a determinacado da atividade da catalase (CAT), foi utilizado 100 mM de
tampao fosfato monobasico e 0,1M de EDTA (pH = 7,0), 20 mM de H,0;, e 50 uL do
extrato preparado, de acordo com a metodologia de Beer Junior e Sizer (1952). A
leitura foi feita por absorbancia a um comprimento de onda de 240nm, por meio da
degradacéo do H,O, durante 1 minuto. O coeficiente molar de extingédo utilizado foi
de 36 M™. cm™, o resultado foi expresso em pmol H,0, g* MF min™. Ja para a
determinacao da ascorbato peroxidase (APX), utilizou-se 50 mM do tamp&o fosfato
monobasico e 0,1 uM de EDTA (pH = 6,0), 0,5 mM de ascorbato, 1 mM de H,0, e
75 puL do extrato preparado (Figura 13-A). A leitura foi feita por absorbéancia em
espectrofotdmetro no intervalo de 1 min a um comprimento de onda de 290 nm
(Figura 13-B). O coeficiente molar de extincdo utilizado foi de 2,8 mM™. cm™ do
ascorbato e o resultado foi expresso em pmol H,O, g* MF min™, segundo a

metodologia de Nakano e Asada (1981).

Figura 13 - Determinacdo da atividade enzimatica. Preparo do material (A) e obtencédo da
leitura no espectrofotometro (B) utilizado para a determinacdo da atividade enzimatica
em mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao estresse hidrico.

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)
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3.2.1.2 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade através do
programa estatistico Assistat 7.6 (Assisténcia Estatistica, UFCG — Campina Grande)

e os graficos confeccionados no software Sigmaplot 11.0.
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3.1.2 Estresse salino em mudas de Moringa oleifera Lam.

As mudas com 17 dias de idade foram transplantadas vara vasos de
polietileno contendo 12 kg de areia lavada. A superficie dos vasos foi revestida com
circunferéncias de plastico para minimizar a perda de agua por evaporacao (Figura
14-A).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado,
constituido de trés tratamentos salinos: 0 mM de NaCl (Controle - C), 75 mM de
NaCl (Estresse Moderado — EM) e 150 mM de NaCl (Estresse Severo - ES), com 6
repeticdes por tratamento, totalizando 18 unidades experimentais. As concentracdes
de NaCl foram acrescidas na solugédo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) a ¥

forca.

Figura 14 - Visdo geral dos ensaios de Moringa oleifera Lam. (A) e estrutura do vaso para a
coleta do drenado (B).

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

As andlises foram realizadas em trés periodos de exposicdo ao estresse (2,
24 e 48 horas), sendo a primeira realizada apds duas horas em que 0s vasos
atingiram suas respectivas condutividades elétricas (C.E.) e os demais apos 24 e 48
horas da primeira avaliagéo.

As condutividades elétricas foram monitoradas para assegurar que todos os
espacos do vaso estivessem correspondendo a seus tratamentos salinos, para isto,
foi confeccionado um suporte para facilitar a coleta do drenado (Figura 14-B) e

utilizado o condutivimetro digital (Waterpool) (Figura 15-A, Figura 15-B).
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Figura 15 - Monitoramento da condutividade elétrica. Coleta do drenado (A) e verificacdo da
condutividade elétrica (B) em mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao estresse

salino.

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

A condutividade elétrica correspondente aos tratamentos salinos avaliados
encontram-se na tabela 2, sendo de 1,18 dS.m™ para as plantas submetidas a 0 mM
de NaCl (C); 7,80 dS.m™ para as plantas submetidas a 75 mM de NaCl (EM) e
13,40 dS.m™ para as submetidas a 150 mM de NaCl (ES).

Tabela 2 — Condutividade elétrica de cada tratamento salino aplicado.

Tratamento salino Condutividade elétrica
(mM de NaCl) (ds.m™)
0 1,18
75 7,80
150 13,40

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)
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3.2.2.1 Andlises fisioldgicas, bioquimicas e enzimaticas

3.2.2.1.1 Relages hidricas: potencial hidrico foliar e teor relativo de agua

A determinacdo do Yw foi realizada no horéario de 15 h, apds a avaliacdo das
trocas gasosas, para os trés periodos de imposicao ao estresse (2, 24 e 48 horas de
imposicdo ao estresse). Para isso seguiu-se 0 mesmo procedimento aplicado na
determinacdo do potencial hidrico foliar do ensaio 1, segundo a metodologia de
Scholander et al. (1965).

O teor relativo de agua (TRA) foi mensurado nos mesmos horarios da
avaliacdo do potencial hidrico, seguindo a metodologia Weatherley (1950),
modificado, da mesma forma que foi realizado no ensaio 1. No entanto, devido ao
aos foliolos terem atingido tamanhos maiores que os do ensaio 1, foi possivel a

utilizacao de discos foliares de mesma area, em vez que foliolos.

3.2.2.1.2 Trocas Gasosas: fotossintese liquida, transpiracdo, condutancia estomatica
e eficiéncia do uso da agua

As trocas gasosas (fotossintese - A, transpiracdo - E, condutancia estomatica
gs e eficiéncia do uso da agua) foram avaliadas entre os horéarios de 13:00 as 15:00,
em trés periodos de exposicdo ao estresse (2, 24 e 48 horas de imposicdo ao
estresse). Foi utilizado o mesmo equipamento do ensaio 1, um analisador de gas a

infravermelho, ADC, modelo Lci Pro+, em folhas localizada no terco médio superior.

3.2.2.1.3 Determinacédo de pigmentos fotossintetizantes

A determinacao do teor de clorofilas a, b, total e carotenoides foi realizado da
mesma forma que no ensaio 1, seguindo a metodologia de Lichtenthaler e
Buschmann (2001) para os trés horarios de imposicdo ao estresse (2, 24 e 48

horas).
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3.2.2.1.4 Determinacao dos solutos organicos

Os solutos organicos foram determinados apenas no final do ensaio, com as
mesmas metodologias utilizadas no ensaio 1, sendo avaliado nas folhas, raizes e
tuberas. Os carboidratos livres totais foram determinados pelo método de fenol-acido
sulfarico (DUBOIS et al., 1956); teores de proteinas sollveis pela metodologia da
ligagdo ao corante coomassie brilliant blue (BRADFORD, 1976); os aminoacidos,
pelo método da ninhidrina (YEMM; COCKING, 1955); a concentracdo de prolina livre
foi determinada aplicando-se a metodologia da ninhidrina e acido fosférico proposta
por Bates et al. (1973).

3.2.2.1.5 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade das enzimas antioxidantes, assim como os solutos organicos, foi
avaliada apenas no final do experimento, onde o extrato foi preparado com,
aproximadamente 1 g de cada 6rgao: folha, raiz e tibera, para todos os tratamentos
avaliados, utilizando o mesmo procedimento aplicado no ensaio 1. A atividade
enzimatica da catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) foi avaliada de acordo
com as metodologias de Beer Junior e Sizer (1952) e Nakano e Asada (1981),

respectivamente.

3.2.2.2 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andalise de varidncia e as médias
comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade através do
programa estatistico Assistat 7.6 (Assisténcia Estatistica, UFCG — Campina Grande)

e os graficos confeccionados no software Sigmaplot 11.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENSAIO 1. RESPOSTAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS EM MUDAS DE
MORINGA OLEIFERA LAM. SUBMETIDA A ESTRESSE HIDRICO

4.1.1 Andlises fisioldgicas, bioguimicas e enzimaticas

4.1.1.1 Relacbes Hidricas: potencial hidrico foliar (‘Yw) e teor relativo de agua (TRA)

Verificou-se diferengas significativas no Ww das plantas submetidas ao
tratamento 10d SR com valores de -0,93, -1,08 e -1,13 MPa para todos os horarios
de avaliacdo: 4, 12 e 18 h, respectivamente. ApOs a reirrigacdo, constatou-se a
recuperacao total das plantas do tratamento RI apresentando valores de -0,63; -0,93
e -0,58 MPa, para os mesmos horarios de avaliagdo, sendo semelhantes

estatisticamente ao controle (Figura 16).

Figura 16 - Potencial hidrico foliar (Yw) em mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao
estresse hidrico. Letras mindsculas iguais, ndo diferem estatisticamente entre os
tratamentos e mailsculas entre os horarios de avaliacdo ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. C - controle; 5d SR — 5 dias de suspenséo de
rega; 10d SR — 10 dias de suspenséo de rega; Rl — reirrigada.

0,0 u u u
-0,2
g_@ -0,4
2 06 aA M| il 5
= aA —
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Horarios de avaliacao
Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)
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Estes resultados diferem daqueles observados por Mendonca et al (2009),
gue ao avaliarem o WYw em mudas de Moringa oleifera, em ciclos de rega de 5 e 10
dias ao meio dia, ndo constataram diferencas significativas. No entanto, os
resultados estdo de acordo com a literatura, que de maneira geral, registra uma
tendéncia na diminuicdo do WYw mediante a reducdo da disponibilidade hidrica no
solo. Diversos trabalhos constataram reducéo do potencial hidrico foliar de espécies
florestais em resposta ao estresse hidrico, assim como CHAVES FILHO, et al.
(2001) — Solanum lycocarpum; Costa et al. (2007) — Carapa guianensis; Martins
(2008) - Azadirachta indica; Sausen et al. (2010) - Ricinus communis; Silva et al.
(2008) — Mimosa caesalpiniifolia, Enterelobium contortisiliquum e Tabebuia aurea.

Conforme o esperado, ao meio dia, horario de maior demanda evaporativa, as
plantas de todos os tratamentos apresentaram menores valores de Yw, em relacao
a avaliacdo as 4 e 18h. Estas variacfes no potencial hidrico das plantas avaliadas
no decorrer do dia se dao devido a absor¢cdo de agua pela planta que acontece
guando esta tem seu potencial menor que o solo (PIMENTEL, 2004). Mesmo sendo
irrigadas diariamente, devido a variagdo ambiental ao longo do dia, h4 uma reducéao
no potencial hidrico foliar, em especial ao meio dia (COSTA et al., 2007; JADOSKI et
al., 2005).

A avaliagdo do potencial hidrico foliar antemanhd, horario em que a
transpiracdo é reduzida ou inibida, é de extrema importancia, uma vez que nesse
horario ha um equilibrio entre o ¥w da planta com o do solo (AMEGLIO et al., 1999;
ANDRADE, 1998). Em virtude dos estdmatos ainda se encontrarem fechados é
possivel observar o efeito apenas do déficit hidrico, ja que a transpiracao € reduzida
nao havendo influéncia da temperatura (PIMENTEL, 2004). Diversos autores
também encontraram reducdes significativas ao avaliar o WYw entre os diferentes
horarios do dia (BRUNINI; CARDOSO, 1998; COSTA et al. 2007; JADOSKI et al.,
2005; PEREZ; MORAIS, 1991), corroborando com os potenciais hidricos foliares
encontrados na presente pesquisa, que foram menores para as avaliacdes ao meio
dia.

A capacidade de recuperacdo do Yw de algumas espécies vegetais apos um
periodo de supressédo hidrica, j& vem sendo estudado por diversos autores. Dentre
estes, Gongalves et. al. (2009) avaliando a recuperagcdo desta varidvel em Carapa

guianensis ap6s um periodo de 21 dias de estresse observaram o reestabelecimento
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desta variavel apés 4 dias de reirrigacdo. JA Gomes et al. (2004), ao estudar mudas
de laranjeiras enxertadas que apo6s permanecerem 5 dias sob supressdo hidrica
averiguaram que foi necessario o mesmo periodo de dias de reirrigacdo para a
recuperacao do seu WYw. Em adicdo, Rocha et al., (1997) constataram uma rapida
recuperacdo em Stryphnodendron adstringens apés 27 dias de deficiéncia hidrica,
readquirindo seu status hidricos com apenas 48 horas de reirrigacdo. A espécie em
estudo apresentou uma alta plasticidade para esta variavel, uma vez que observou
gue apos 10 dias de déficit hidrico, recuperou seu WYw em apenas 24 horas.

Em relacdo ao teor relativo de agua, a moringa comportou-se de forma
semelhante estatisticamente, independente do tratamento avaliado (Figura 17).
Semelhantemente, Arcoverde et al. (2011) estudando Jatrophas curcas observaram

gue o conteudo hidrico foi mantido mesmo sob um déficit hidrico de 12 dias.

Figura 17 - Teor relativo de agua (TRA) em plantas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao
estresse hidrico. Letras minudsculas iguais, ndo diferem estatisticamente entre os
tratamentos e mailsculas entre os horarios de avaliacdo ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. C - controle; 5d SR — 5 dias de suspenséo de rega;
10d SR — 10 dias de suspenséao de rega; Rl — reirrigada.
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Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

O status hidrico da planta pode ser determinado por variaveis qualitativa ou
guantitativa. Para a moringa foi possivel observar a influéncia do estresse hidrico

apenas para o Y, variavel qualitativa que determina a disponibilidade hidrica para a



49

planta realizar seus processos metabdlicos. Embora alguns autores (DUTRA et al.,
2011; JHONES, 1992; SCHONFELD et al.,1988) considerem o TRA um parametro
mais relacionado com a tolerancia a seca, pois este se relaciona com o volume
celular, no entanto, para a espécie em estudo, tal par@metro ndo foi indicativo de
déficit hidrico. Mesmo sob limitagdes hidricas a moringa manteve seu contetdo
hidrico em niveis semelhantes ao controle, tal fato pode atribuir a redu¢do do ¥w ao
acumulo de solutos intracelular e ndo a limitag&o hidrica no interior da planta.
Segundo Begg e Turner (1976), a garantia da turgescéncia devido ao contetdo
hidrico foliar quando a planta encontra-se em situacao de déficit hidrico, assegura a
sobrevivéncia do vegetal, uma vez que ha a possibilidade para que seus processos

metabodlicos continuem acontecendo.

4.1.1.2 Trocas Gasosas: Fotossintese liquida, transpiragdo, condutancia estomatica
e eficiéncia do uso da agua

As plantas de moringa sofreram reducdes em todas as varidveis das trocas
gasosas avaliadas. De acordo com a figura 18, fotossintese liquida (A) reduziu em
torno de 61,51% e 97,84% para as plantas do tratamento 5d SR e 10d SR,
respectivamente, atingindo um valor médio de 0,63 umol.CO, m2.st para a Ultima,
esta queda da fotossintese pode estar associada a reducdo do potencial hidrico
foliar, em funcdo da indisponibilidade hidrica no solo, resultado da diminuicdo da

turgescéncia das células guardas, provocando o fechamento estomatico (Figura 18).
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Figura 18 - Fotossintese liquida (A) em mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao
estresse hidrico. Letras iguais, ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos ao
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. C - controle; 5d SR — 5 dias de
suspensédo de rega; 10d SR — 10 dias de suspensao de rega; Rl — reirrigada.
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Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

A condutancia estomaética (gs) foi afetada significativamente, onde as plantas
controle apresentaram um valor de 1,54 mmol H,O.m?.s™, enquanto as plantas do
tratamento 5d SR e 10d SR apresentaram 0,26 e 0,03 mmol H,O.m?s™,
respectivamente (Figura 19). O fechamento dos estomatos foi uma resposta
influenciada pelo potencial hidrico foliar em funcdo da supressao hidrica a qual as
plantas foram submetidas.

A abertura estomatica garante uma maior absor¢cdo de CO, para fotossintese,
promovendo uma maior producéo de fotoassimilados para o crescimento da planta
(SILVA et al., 2005). Ao ser reidratada a moringa apresentou um aumento na gs
(2,565 mmol H,0.m?.s™?) em torno de 66,23% em relacdo ao controle. Este rapido
aumento nesta variavel, pode ter sido uma resposta ao longo periodo de tempo em
gue os estdmatos estiveram fechados, devido a restricao hidrica, com isso ao serem
reidratadas houve a abertura estomatica, o que possibilitou a recuperacdo da

fotossintese.
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Figura 19 - Condutancia estomatica (gs) em mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas ao
estresse hidrico. Letras iguais, ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos ao
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. C - controle; 5d SR — 5 dias de
suspensédo de rega; 10d SR — 10 dias de suspensao de rega; Rl — reirrigada.
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Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

O processo de transpiracdo esta associado a gs, responsavel pela troca de
gases e vapores, com a reducdo do potencial hidrico. Embora as plantas do
tratamento 10d SR tenham apresentado valores de condutancia estomatica préximo
de zero, a transpiracdo continuou acontecendo, haja visto que as mesma
apresentaram um valor de 1,49 mmol.m?s™ (Figura 20), contudo, o fechamento
estomatico ndo impossibilitou que houvesse transpiragcdo, demonstrando uma

possivel transpiracdo cuticular da moringa.
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Figura 20 - Transpiragdo (E) em mudas de Moringa oleifera Lam. submetida ao estresse
hidrico. Letras iguais, ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos ao nivel de
5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. C - controle; 5d SR — 5 dias de suspensao
de rega; 10d SR — 10 dias de suspensao de rega; Rl — reirrigada.

18
16 - a
14 | a
12 A
10

E (mmol HZO.m'Z.s'l)

Cc

C 5d SR 10d SR RI
Tratamentos hidricos

O N A OO

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

A eficiéncia do uso da agua diferiu nas plantas do tratamento 10d SR em
relacdo as demais, com valor médio de 0,44 mmol.m?.s®. As plantas que
permaneceram 10 dia de supresséo hidrica apds serem reirrigadas (RI) utilizaram a

agua de forma eficiente, assemelhando-se as plantas controle (Figura 21).
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Figura 21- Eficiéncia do uso da 4gua (EUA) em mudas de Moringa oleifera Lam. submetidas
ao estresse hidrico. Letras iguais, ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos
ao nivel de 5% de probabilidade, através do teste de Tukey. C - controle; 5d SR — 5
dias de suspensao de rega; 10d SR — 10 dias de suspensédo de rega; Rl — reirrigada.
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Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

Os valores das variaveis relacionadas as trocas gasosas da moringa foram
afetadas drasticamente em virtude do baixo contetdo hidrico no solo. Devido a
indisponibilidade hidrica, as células guardas perdem sua turgescéncia resultando no
fechamento estomatico o que reflete na absorcdo de CO, da atmosfera pelas folhas,
havendo com isso, uma limitacdo no processo fotossintético (CHAVES et al., 2002).
Estes resultados corroboram com diversos autores que ao estudar o efeito do déficit
hidrico constatou alteragcdes nas trocas gasosas em resposta ao déficit hidrico
(CALBO et al. 2000; QUEIROZ et al. 2002; RIVAS et al., 2013; ROCHA et al., 1997;
SANTOS, 2009; SAUSEN et al., 2010; TONELLO; TEIXEIRA FILHO, 2012)

Ao serem reidratadas, apds o periodo de déficit hidrico e atingir um ¥Yw de
-1,08, a espécie em estudo apresentou um rapido reestabelecimento da
fotossintese, em apenas 24 horas, 0 que demonstra uma alta plasticidade da
espécie. Rivas et al., (2013) ao estudar mudas moringa sob déficit hidrico de 10 dias
e posterior reirrigacdo também observou uma rapida recuperacdo das trocas
gasosas. Esta mesma caracteristica foi observada também em mudas de Mauritia
flexuosa, onde a espécie levou cerca de 41 dias para que a fotossintese atingisse o

valor nulo com o WYw de -2,1 MPa, sendo reestabelecia apds 5 dias de reidratacdo
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(CALBO et al., 1997). Estes mesmos autores ao estudar o comportamento de
Euterpe oleraceae submetida a 61 dias de déficit hidrico com a fotossintese nula e

o Ww de -2,5 MPa, a recuperacao total foi apés 14 dias de reidratacdo (CALBO et
al., 1997).

4.1.1.3 Eficiéncia quantica do fotossistema Il

N&o foram observada diferencas em relacdo a eficiéncia quéantica do PS I
(Fv/Fm) entre os tratamentos avaliados (Figura 22). Tais resultados corroboram com
Roza (2010), que ao estudar o efeito da deficiéncia hidrica em mudas de Jatrophas
curcas também nédo observou diferencas para a variavel em questao e Queiroz et al.
2002, ao estudar mudas de Myracrodruon urundeuva sob suspenséao de rega por um

periodo de 14 dias.

Figura 22 - Eficiéncia quantica do PSIl em plantas de Moringa oleifera Lam. submetida ao
estresse hidrico no horario das 4 horas (A) e 12 horas (B). Letras iguais ndo diferem
estatisticamente entre os tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey. C - controle; 5d SR — 5 dias de suspensdo de rega; 10d SR — 10 dias de
suspensao de rega; Rl — reirrigada.
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Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)
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A medicdo desta variavel é importante, uma vez que é possivel observar 0s
possiveis danos provocados ao aparato fotossintético em resposta a adversidade
(TORRES NETO et al.,, 2002). A moringa hdo apresentou prejuizo ao seu aparato
fotossintético mesmo apés um periodo de estresse de 10d SR, isto justifica seu
rapido reestabelecimento ap6s a reirrigacdo, o que pode ser um indicativo de

tolerancia desta espécie, por ndo causar danos ao PSII.

4.1.1.4 Determinacgéo de pigmentos fotossintetizantes e SPAD

O estresse hidrico ndo apresentou influéncia sobre os teores de clorofila a e
total para os tratamentos avaliados. Para a clorofila b, as plantas do tratamento 5d
SR apresentaram maiores valores (1,09 mg.g* MF), jaA para os carotenoides, as
maiores concentracdes foram encontradas nas plantas do tratamento RI, que
apresentaram um valor médio de 0,596 mg.g’ MF, enquanto o controle apenas
0,433 mg.g™ MF (Figura 23).

Corroborando com tais resultados, Mendonca et al. (2011) também né&o
encontraram diferencas significativas para os teores de clorofila para esta mesma
espécie em estudo (Moringa oleifera) sob ciclos de rega de 5 e 10 dias de supressao
hidrica. Diferentemente, Fontes et al. (2003) observaram a reducdo de pigmentos

fotossintetizantes provocados em mudas de mamoeiro em tais condic¢oes.
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Figura 23 - Concentracéo dos teores de Clorofila a, Clorofila b, Clorofila total e Carotenoide.
em mudas de Moringa oleifera Lam, submetidas ao estresse hidrico. Letras iguais, ndo

diferem estatisticamente entre os tratamentos ao nivel

de 5% de probabilidade,

pelo teste de Tukey. C - controle; 5d SR — 5 dias de suspenséo de rega; 10d SR - 10

dias de suspensao de rega; Rl — reirrigada.
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Quando as plantas estdo submetidas a situacdo de estresse, h4 o aumento

no teor desta clorofila, uma vez que esta desempenha uma importante funcao de

protecdo do aparelho fotossintético Il (LOGGINI et al, 1999). O conteudo de clorofila

€ influenciado por diversos fatores e apresenta-se altamente relacionado com a

atividade fotossintéticas do vegetal (SANT’ANNA, et al., 2007) e segundo Mendonca

et al., (2001), a manutencdo destes pigmentos é importante por garantir que 0s

processos metabdlicos sejam mantidos mesmo sob condicéo de estresse.

De acordo com os valores de clorofila total obtidos pelo SPAD, néo foi afetado

significativamente pelo déficit hidrico. Onde os valores de todos os tratamentos

hidricos avaliados foram semelhantes estatisticamente (Figura 24).
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Figura 24 - indice SPAD em plantas de Moringa oleifera Lam, submetida ao estresse
hidrico. Letras iguais, ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos ao nivel de
5% de probabilidade, através do teste de Tukey. C - controle; 5d SR — 5 dias de
suspensédo de rega; 10d SR — 10 dias de suspensao de rega; Rl — reirrigada.
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20 |
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Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

A determinacéo do teor de clorofila pelo SPAD tem-se demonstrado bastante
precisa, permitindo que seja relacionado com a determinacdo da clorofila pelo
método de extracdo de pigmentos fotossintéticos. Jesus e Marenco (2008) e ao
estudarem o teor de clorofila em frutiferas, também encontraram associac&o entre 0s
métodos 0s quais demonstraram que o SPAD pode ser utilizado como uma
alternativa ndo destrutiva na avaliacdo do teor de clorofila na planta. Assim como,
Amarante et al. (2008) que também encontraram uma alta correlacdo entre os
valores de clorofilas obtido por quantificacdo em espectrofotometro e os valores
obtidos pelo SPAD, no entanto os autores destacam a importancia da calibracdo ao

usar o equipamento.
4.1.1.5 Determinagao de solutos organicos

Os maiores teores de carboidratos nas folhas foram observados nas plantas
controle (135,14 pmol.g? MF) enquanto as plantas do tratamento 10d SR
apresentaram apenas 45,59 umol.g'l MF (Figura 25-A), jA para as raizes estas

plantas apresentaram os maiores valores (46,24 umol.g™* MF) (Figura 25-B).
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Figura 25 - Concentracdo de solutos organicos em folha e raiz: carboidrato livres totais (A-

B), proteina (C-D),
oleifera Lam,

submetida ao estresse hidrico.

Letras

iguais,

nao diferem

estatisticamente entre os tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey. C - controle; 5d SR — 5 dias de suspensdo de rega; 10d SR — 10 dias de

suspenséo de rega; RI — reirrigada.
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Os teores de proteina nas folhas foram reduzidos com o estresse hidrico de
10 dias, onde estas plantas (10d SR) apresentaram apenas 209,75 pumol.g™ MF,
diferindo significativamente dos demais tratamentos (Figura 25-C). Ja para as raizes,
foi verificado nestas plantas uma concentracéo de 36,75 umol.g™* MF (Figura 25-D).

Para os teores de prolina presentes nas folhas, as maiores concentracdes
foram encontrados nas plantas Rl (230,43 umol.g" MF), no entanto, estas nao
diferiram das plantas controle (214,92 pmol.g™*MF), mas ambas diferiram das plantas
10d SR (131,83 pmol.g™* MF).

Os teores de aminoAcido totais nas folhas foi de 828,12 e 788,08 umol.g™* MF,
para as plantas do tratamento C e 5d SR, respectivamente, ambas diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos. Enquanto as plantas 456,38 e 543,56
umol.g™ MF para as plantas C, 5d SR, 10d SR e RI, respectivamente (Figura 25-E).
Ja para as raizes o maior valor encontrado foi de 213,78 pmol.g* MF para as
plantas do tratamento 10d SR, onde esta diferiu estatisticamente dos demais
tratamentos, para este orgao (Figura 25-F).

Resultados diferentes foram observados por Rivas et al. (2013) que
observaram um aumento na concentragdo de carboidratos em folhas de Moringa
oleifera sob deficiéncia hidrica de 10 dias. No entanto, os valores encontrados na
presente pesquisa, para os teores de aminoacidos nas folhas, corroboram com os
valores encontrados por Rivas et al. (2013), que também encontrou um incremento
para este soluto organico.

Chaves Filho et al. (2001) ao estudar mudas de Hevea brasiliensis, observou
0 acumulo de solutos organicos como carboidrato, proteina e amoniacido, quando
estas foram submetidas ao déficit hidrico. Amorim et al. (2011) ao estudar a
concentracgéo de prolina e carboidrato em folhas de Anacardium occidentale verificou
um aumento desses solutos como resposta ao estresse hidrico. Segundo a autora,
tais parametros podem ser utilizados como indicadores prévios de deficiéncia
hidrica. Ja para a Jatropha curcas os teores de carboidratos nas folhas foram
reduzidos, corroborando com os dados encontrados na presente pesquisa, com 0
estresse hidrico de 12 dias (ARCOVERDE et al., 2011).

Os teores de solutos presentes nas tuberas das plantas do tratamento 10d SR
apresentaram concentracdes de carboidrato reduzidas com a imposi¢ao do estresse

hidrico, representando uma reducéo de 64,02%, no entanto apos a reidratacao (RI),
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houve um aumento de 107,46%, em relacdo ao controle (Figura 26-A). Os teores de

proteina ndo foram afetados pelo estresse hidrico (Figura 26-B), resultados

diferentes foram observados para os teores de aminoacidos onde houve um

aumento para as plantas submetidas ao tratamento 10d SR (29,4 umol.g™* MF) e RI

(36,6 umol.g™* MF), onde estas diferiram significativamente das plantas C (Figura 26-

D). Ja para os teores de prolina, os maiores valores foram registrados nas plantas

submetidas ao estresse de 10d SR (5,28 pmol.g™* MF) (Figura 26-C).

Figura 26 - Concentracao de solutos organicos: carboidratos livres totais (A), proteinas (B),
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As plantas do tratamento 10d SR tiveram a concentragdo de solutos nas

folhas reduzidas, em resposta ao déficit hidrico. Esta indisponibilidade hidrica
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provoca uma reducdo da fotossintese resultando na reducdo da concentracdo de
amido, com isso a concentracado de carboidratos é reduzida (CHAVES FILHO et al.,
1997). Além de também aumentar a atividade da enzima responsavel pela
degradacdo das proteinas, resultando numa diminui¢cdo na concentracéo de destas.

A concentracdo de solutos organicos pode responder de diferentes maneiras,
de acordo com o 6rgao onde estes se encontram localizados. Embora que numa
concentracdo bem menor que as folhas, as raizes das plantas do tratamento 10d SR
apresentaram maiores valores, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos
hidricos avaliados. A raiz € o 6rgdo que tem como fungdo principal, a absor¢cédo de
agua e sais minerais, sendo a sua manutencdo € de extrema importancia para a
sobrevivéncia da espécie em ambientes que apresentam indisponibilidade de agua.

Assim como na presente pesquisa, diversos autores como Cascardo et al.
(1990) e Pesqueira et al. (2012), ao avaliarem o efeito do déficit hidrico na
concentracdo de solutos orgéanicos, também observaram um aumento significativo
de prolina nas raizes das espécies estudadas (Hevea brasiliensis e Arachis
hypogaea, respectivamente. O aumento na concentracdo deste osmolito em plantas
sob déficit hidrico, segundo Maia et al. (2007), poderia ser atribuido a atividade de
enzimas responsaveis na sintese deste aminoécido.

O ajustamento osmético € uma resposta que muitas espécies tolerantes ao
déficit hidrico para sobreviver quando os niveis de agua no solo encontram-se
reduzidos, de modo a evitar a desidratacdo. De acordo com os resultados do Yw
podemos observar um possivel ajustamento osmaético para a espécie em estudo,
uma vez que esta teve seu potencial hidrico reduzido e sua turgescéncia foliar
conservada, conforme se pode observar com os valores do TRA, com isso a espécie

mantém ativo processos biolégicos importantes.

4.1.1.6 Determinacédo da atividade enzimatica

Conforme a figura 27 observa-se que o0 estresse hidrico ndo promoveu
alteracdo na atividade enzimatica da ascorbato peroxidase (APX) para as folhas
(Figura 27-A). No entanto, para as raizes, observa-se diferenca significativas para
atividade desta enzima, havendo um aumento de 19,63% para as plantas

submetidas ao tratamento 10d SR e de 22,08% para as plantas reirrigadas (RI), em
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relacdo ao controle (Figura 27-B). Tais resultados sugerem que, possivelmente, a
defesa antioxidante contra o estresse hidrico em resposta aos tratamentos aplicados
seja primeiramente exercida pelas raizes e ndo pelas folhas, para esta espécie em

estudo.

Figura 27- Determinacdo da atividade da APX em folhas (A) e raiz (B) em plantas de
Moringa oleifera Lam, submetida ao estresse hidrico. Letras iguais, nao diferem
estatisticamente entre os tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade, através do
teste de Tukey. C - controle; 5d SR — 5 dias de suspensdo de rega; 10d SR — 10 dias
de suspenséo de rega; Rl — reirrigada.
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Em relacao a atividade enzimética da catalase (CAT), para as folhas, verifica-
se que apos as plantas do tratamento Rl apresentaram um aumento de 86,07%, em
relacdo ao controle (Figura 28-A). No entanto a atividade desta enzima na raiz foi
reduzida em 36,38% para as plantas do tratamento 10d SR e 22,95% para as

plantas reirrigada (RI), em relacdo ao controle (Figura 28-B).
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Figura 28 - Determinagdo da atividade da CAT em folhas (A) e raiz (B) em plantas de
Moringa oleifera Lam, submetida ao estresse hidrico. Letras iguais, nao diferem
estatisticamente entre os tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade, através do
teste de Tukey. C - controle; 5d SR — 5 dias de suspenséo de rega; 10d SR — 10 dias
de suspensao de rega; Rl — reirrigada.
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A eliminagdo das ERO pode ser feita tanto pela atividade das enzimas CAT
guanto APX, no entanto, tais enzimas podem responder de diferentes maneiras ao
ambiente. Assim como no presente trabalho, quando as plantas que permaneceram
por um periodo de 10 dias de déficit hidrico e apds 24 horas de reirrigacéo,
constatou-se um aumento para a CAT para as folhas, ndo sendo este aumento
observado para a APX. Rivas et al., (2013), ao estudarem mudas de Moringa
oleifera, também encontraram um aumento da atividade da CAT em folhas para
plantas sob déficit quando comparadas com mudas regadas diariamente.

Frie et al. (2007) ao avaliarem mudas de Coffea arabica sob condi¢cdes de
déficit hidrico encontraram respostas enzimaticas com diferentes periodo de duracéo
do estresse, cujo observaram um aumento na atuacdo da APX a partir do 3° dia de
estresse, enquanto a CAT apresentou este aumento apenas a partir do 9° dia de
estresse. Em carapa guanensis foi observado um aumento na atividade tanto da
APX quanto da CAT nos foliolos quando estas encontravam sob déficit hidrico por
um periodo de 20 dias (SILVA et al. 2011). Castro et al. (2011), também encontrou
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este resultado ao estudar esta mesma espécie, também sob 20 dias de supresséao
hidrica.

A atividade enzimatica também pode variar nos diferentes 6rgdos da planta,
conforme podemos observar na Figura 28, que para as folhas, ndo houve diferengas
significativas para a atividade da APX entre os tratamentos hidricos, no entanto,
para as raizes, as plantas do tratamento 10d SR e RI apresentaram um aumento
significativo, em relacdo ao controle. A APX converte o H,0, a 4gua utilizando como
substrato o ascorbato, sendo este substrato biossintetizado tanto em tecidos
fotossintetizantes quanto em tecidos nao fotossintetizantes, sendo assim, sua
producdo independe do processo fotossintético, por isso, foi observado um
acréscimo na atividade desta enzima nas raizes, em resposta ao estresse
(SILVEIRA, et al., 2010).

Embora a atividade da catalase tenha reduzido na raiz, esta foi acrescida nas
folhas das plantas do tratamento RI. A reducdo desta atividade na raiz pode ser
atribuida ao fato desta enzima atuar diretamente no peroxissomo, organela
responsavel pela desintoxicacdo de ERO, sendo importante para a eliminacdo dos
H,O, formados na fotorrespiragao.
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4.2 ENSAIO 2. RESPOSTAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS EM MUDAS DE
Moringa oleifera Lam. SUBMETIDA A ESTRESSE SALINO

4.2.1 Sintomas visuais

Conforme observar-se nos sintomas visuais, as plantas submetidas ao tratamento de
75 mM de NaCl (EM), apos 2 horas de inducdo do estresse apresenta uma perda na sua
turgescéncia foliar, no entanto com o prolongamento do estresse, apds 24 e 48 horas, é

possivel observar uma recuperagéo (Figura 29).

Figura 29 - Folhas de Moringa oleifera Lam. submetida ao EM (75 mM de NaCl) por um
periodo de 2, 24 e 48 horas de imposi¢ao ao estresse.

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

No entanto ao elevar as concentracdes salinas para 150 mM de NaCl, apds 2 horas
apos a inducdo do estresse, pode-se observar perda da turgescéncia foliar, e com o
prolongamento de estresse (24 horas) € possivel observar manchas de clorose nas folhas

mais velhas, atingindo a necrose apos 48 horas de inducao do estresse (Figura 30).
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Figura 30 - Folhas de Moringa oleifera Lam. submetida ao ES (150 mM de NaCl) por um
periodo de 2, 24 e 48 horas de imposi¢ao ao estresse.

Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

A elevada concentracdo de sais no solo afeta o processo de absorcéo de
agua, devido ao seu Ww encontrar-se menor que o da planta, resultando entdo num
estresse hidrico. Os sais retidos no solo ao serem absorvidos juntamente com a
solucdo do solo, podem se acumular nos vacuolos celulares e provocar uma
toxicidade aos tecidos, além de também impedir a absorcdo de alguns nutrientes
gue sdo necessarios. A salinidade pode provocar entdo alteracbes complexas,

resultado da deficiéncia hidrica, toxidade e desequilibrio idnico (SOUSA et al., 2012).

4.2.2 Anélises fisioldgicas, bioquimicas e enzimaticas

4.2.2.1 Relac6es hidricas: potencial hidrico e teor relativo de agua

Os valores do ¥Yw nao apresentaram diferencas significativas para o0s
tratamentos C (-0,45 MPa) e EM (-0,67 MPa) avaliados no periodo inicial (apés 2
horas de inducdo do estresse), ndo sendo afetado com o prolongamento do
estresse. Porém, ambos os tratamentos diferiram das plantas do tratamento ES, que
com o prolongamento do estresse, apds 48h, estas atingiram valores médios de Yw
de -1,12 MPa (Figura 31).

Corroborando com a presente pesquisa, Oliveira et al. (2008) ao estudar as
relacées hidricas em mudas de moringa submetidas ao estresse salino em meio
hidroponico também nao encontrou diferencas significativas entre plantas do

tratamento C e plantas com concentracbes de 75 mM de NaCl. J& marques et al.
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(2011) ao estudarem o estresse salino em mudas de Eugenia uniflora observou uma
diminuicdo no potencial hidrico foliar desta espécie em concentracdes salinas a
partir 30 mM de NaCl. Outros estudos comprovaram que elevadas concentracdes
salinas provocam reducbes no WYw de algumas espécies (TAVORA et al., 2001;
ALBUQUERQUE, 2003; SILVA, 2008; SILVA et al., 2009).

Observou-se na presente pesquisa que o prolongamento do EM promoveu a
diminuicao das diferencas entre os valores do Ww das plantas deste tratamento com
as plantas do C, onde os valores destas plantas eram semelhantes estatiticamente .
Por outro lado, as plantas do ES reduziram drasticamente seu Yw, provavelmente,
resultado de um possivel ajustamento osmotico destas mantendo assim a absorgcao

de agua.

Figura 31 - Potencial hidrico foliar (Yw) em plantas de Moringa oleifera Lam. sob diferentes
niveis de salinidade (0, 75 e 150 mM de NaCl) apds 2, 24 e 48 horas de imposi¢ao
ao estresse. Letras minusculas iguais nao diferem estatisticamente entre 0s
tratamentos e mailsculas entre os horarios de imposicdo ao estresse ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Os valores médios do TRA néo apresentaram diferencas significativas para os
tratamentos C e EM (Figura 32) para o primeiro (2 h) e ultimo (48 h) periodo de
imposicao ao estresse. No entanto ao ser submetido ao ES, as plantas de moringa

apresentaram reducdes em todos os periodos de avaliacdo, onde as plantas deste
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tratamento apresentaram valores médios de 74,99%, 74,96% e 77,73% para as
avaliacoes de 2, 24 e 48h, respectivamente.

E provavel a manutengdo do TRA, conforme observado no EM, reflita no
acumulo de sais solluveis responsaveis pelo ajustamento osmoético. Esta
conservagcdo no TRA demonstra a capacidade que esta planta apresenta em
absorver agua mesmo sob condicdes de salinidade ao nivel de 75 mM de NaCl. No
entanto ao aumentar a concentracdo salina para 150 mM de NaCl, a moringa
reduziu seu teor TRA, refletindo na perda da turgescéncia de suas folhas.

Figura 32 - Teor Relativo de Agua (TRA) em mudas de Moringa oleifera Lam. sob
diferentes niveis de salinidade (0, 75 e 150 mM de NaCl) apos 2, 24 e 48 horas de
imposicdo ao estresse. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre 0s
tratamentos e mailsculas entre os horarios de imposi¢cdo ao estresse ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

Ao avaliar o teor relativo em plantas de goiaba, Tavora et al. (2001) também
observaram redugdes com o aumento na concentragdo salina e com prolongamento
do estresse, sendo mais afetado com nivel de 150 mM de NaCl, enquanto
concentracfes abaixo deste valor ndo apresentou diferencas significativas. Assim

como observado por Pizarro et al. (2006) ao estudar mudas de cajueiro anao-
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precoce, a imposicdo do estresse salino ndo afetou o teor relativo de agua nas

folhas e Correia et al. (2005) ao estudar amendoim irrigado com aguas salina.

4.2.2.2 Trocas Gasosas: Fotossintese liquida, transpiracdo, condutancia estoméatica
e eficiéncia do uso da agua

O estresse salino afetou a fotossintese das mudas de moringa submetidas
aos tratamentos salinos em todos os horarios de avaliacdo, sendo mais prejudicial
as plantas do tratamento ES. As plantas do estresse moderado (EM) reduziram em
31,8%, apls 2 horas, sendo esta diferenca reduzida para 23,6%, em relacdo ao
controle, com 48 horas apés a inducdo do estresse. Resultados diferentes foram
observados nas plantas submetidas ao tratamento ES, onde estas, com apenas 2 h,
apresentaram uma reducao de 75,45% chegando a atingir uma reducao de 94,8%,
atingindo um valor médio de 0,87 umol CO,.m?s™? enquanto as plantas controle

apresentaram um valor de 16,92 pmol CO,.m?.s™ (Figura 33).

Figura 33 - Taxa de fotossintese em mudas de Moringa oleifera Lam. sob diferentes niveis
de salinidade (0, 75 e 150 mM de NaCl) ap6s 2, 24 e 48 horas de imposi¢cdo ao
estresse. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos e
mailsculas entre os horarios de imposicdo ao estresse ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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A transpiracdo das plantas do tratamento C e EM apresentaram-se
semelhantes entre si, para as avaliacdes de 2 e 48 horas ap0s inducao de estresse.
Estas plantas diferiram do tratamento, onde estas plantas apresentaram valores de
5,67; 2,28 e 0,7 mmol H,O.m%s™, correspondendo a uma reducdo de 49,1%,
75,64% e 90,55%, em relacdo ao controle, que apresentaram valores de 11,09; 9,36
e 7,41 mmol H,0.m?.s*,para os periodos de imposicdo ao estresse avaliado (2, 24 e
48 horas) (Figura 34).

Figura 34 - Taxa de transpiragdo em mudas de Moringa oleifera Lam. sob diferentes niveis
de salinidade (0, 75 e 150 mM de NaCl) ap6s 2, 24 e 48 horas de imposicdo ao
estresse. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos e mailsculas
entre os horarios de imposi¢éo ao estresse ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste

de Tukey.
12 aA
~ 10 ; aA aAB
(Z
IE_ 8 T aBaB
@) bB
I(\I 6 bA e
E
£ 4]
U‘J’ cB mmm 0 MM de NaCl
2 be =275 mM de NaCl
I m=150 mM de NaCl
O - T T T
2h 24 h 48 h

Tempo de imposigao do estresse (horas)
Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

O estresse salino promoveu o fechamento estomatico das mudas de moringa,
onde a condutancia estomética das plantas do EM reduziu em 73,69%, com apenas
2 h de inducéo do estresse, atingindo um valor de 0,37 mmol H,0.m?%.s™, enquanto
as plantas controle apresentaram 1,68 mmol H,O.m%s™, a reducédo das plantas
pertencentes ao EM, em relacédo as plantas controle, ap6s 48 horas foi de 77,97%.
As plantas do tratamento do ES apresentaram reducbes drasticas em relacdo ao
controle, onde estas plantas apresentaram uma reducao de 94,31% (2 h de inducéo
do estresse) até 98,80%, apds 48 h (Figura 35).
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Figura 35 - Taxa de condutincia estomatica em mudas de Moringa oleifera Lam. sob
diferentes niveis de salinidade (0, 75 e 150 mM de NaCl) apds 2, 24 e 48 horas de
imposi¢ao ao estresse. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre 0s
tratamentos e maiusculas entre os horarios de imposi¢céo ao estresse ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.
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As plantas do EM inicialmente apresentaram um valor médio da EUA de 2,3,
apresentando uma reducdo em torno de 22,97% em relagdo ao controle, no entanto
houve uma recuperacdo a partir das 24 h, onde estas plantas mantiveram-se
semelhantes ao controle. Contrariamente ocorreu para as plantas do ES, onde estas

continuaram a reduzir para a avaliacdo de 48 h (Figura 36).
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Figura 36 - Eficiéncia do uso da 4gua em mudas de Moringa oleifera Lam. sob diferentes
niveis de salinidade (0, 75 e 150 mM de NaCl) apés 2, 24 e 48 horas de imposi¢ao
ao estresse. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre o0s tratamentos e
mailsculas entre os horarios de imposi¢cédo ao estresse ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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O estresse salino induziu o fechamento estomatico, limitando as trocas
gasosas, sendo esta intensificada com o prolongamento do estresse. Onde se
verificou que apos 48 horas de inducdo do estresse as plantas do ES reduziram
suas trocas gasosas atingindo valores proximos a zero para a fotossintese. Esta
reducdo pode ser atribuida a restricdo na aquisicdo de CO,, uma vez que a
condutancia estomatica diminuiu com o aumento da concentracao de NacCl.

As plantas do tratamento ES sofreram drasticas reducbes em suas trocas
gasosas, semelhante a Tavora et al. (2001), que estudando mudas de goiabeira
observou uma reducbes mais acentuadas das trocas gasosas para este mesmo
nivel de salinidade, em relacdo aos demais tratamentos aplicados. Assim, como o
autor anterior, outros pesquisadores também encontraram reducdes nas trocas
gasosas de diversas espécies vegetais com o prolongamento do estresse salino

(CORREIA et a., 2005; NEVES et al., 2009; SILVA et al., 2011; SOUSA et al., 2012).
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4.2.2.3 Determinacédo de pigmentos fotossintetizantes

N&o houve diferenca significativa para os teores de clorofila a entre os
tratamentos salinos avaliados. No entanto, foi observado que mesmo sem diferencas
significativas entre os tratamentos, o periodo de avaliagdo apos 48 horas de
Imposicédo do estresse promoveu menores valores de clorofila a em relagdo aos
primeiros periodos de avaliacdo (2 e 24 h) para as plantas do tratamento EM e ES.
Entretanto, entre os periodos de imposicdo ao estresse, as plantas do EM
apresentaram um valor de 1,14 mg.g™* MF e do ES 0,95 mg.g™* MF, correspondendo
a uma reducéao de 26,45% e 45,71%, respectivamente, em relacdo aos seus valores
iniciais (2h) (Figura 37-A).

Apbés 2 horas de imposicdo ao estresse, as plantas do tratamento ES
apresentaram maiores valores de clorofila b, diferindo estatisticamente dos demais,
representando um aumento de 23,24%, em relacdo ao controle. No entanto com o
prolongamento do estresse (48 h) ndo foram verificadas diferencas significativas
entre os tratamentos (Figura 37-B).

Com relagdo a clorofila total, o estresse salino ndo promoveu diferencas
significativas entre os tratamentos (Figura 37-C). J& para os carotenoides, observou-
se que inicialmente o estresse salino promoveu a producdo destes pigmentos, onde
as plantas submetidas ao ES apresentaram maiores valores (0,74 mg.g™* MF),
diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. No entanto houve a reducéo
deste pigmento apos 48 horas de imposicdo ao estresse (Figura 37-D).

De maneira geral, pode-se observar que as mudas de moringa submetidas ao
EM comportaram-se semelhante estatisticamente ao controle, ja as plantas do ES,
responderam inicialmente, aumentando seus teores de pigmentos fotossintéticos,
porém com o prolongamento do tempo de exposicdo a salinidade, esses teores

foram reduzidos.
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Figura 37 - Teor de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e carotenoide (D) em
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4.1.2.4 Determinacao de solutos organicos

O estresse salino ndo promoveu alteracdo nos teores de carboidrato nas
folhas. Em que todos os tratamentos foram semelhantes estatisticamente entre si
(Figura 38-A). Ja para os teores de carboidrato nas raizes, observa-se que o
estresse salino promoveu a reducao, onde as plantas do tratamento C, EM e ES
apresentam, respectivamente, valores de 22,25; 14,25 e 6,86 mmol.g-1MF,
correspondendo a uma reducdo de 35,95% (EM) e 69,18% (ES), em relacdo ao
controle (Figura 38-B).

As plantas do tratamento EM apresentaram um aumento significativo de
47,79%, em relacdo ao controle, na concentracdo de proteina em suas folhas
(Figura 38-C). Nao diferindo entre os tratamento para a concentracao deste soluto
nas raizes (Figura 38-D).

Em relacdo aos teores de prolina livre nas folhas foi encontrada uma reducéo
para as plantas submetidas ao EM de 17,72%, em relagdo ao controle (Figura 38-E).
Porém nas raizes, observou-se um incremento de 18,64%, para as plantas do
tratamento ES em relacéo ao controle (Figura 38-F).

Observaram-se também reducdes significativas de 38,78% para as plantas do
tratamento EM, em relacdo a concentracdo de aminoacidos livres totais nas folhas,
onde estas plantas apresentaram um valor médio de 1605,49 mmol.g-1MF,
enquanto as plantas do tratamento C apresentaram 2622,6 mmol.g-1MF (Figura 38-
G). Ja para as raizes, as plantas submetidas ao ES apresentaram grande
concentracdes destes solutos, em média 382,06 mmol.g-1MF, enquanto as plantas
C (44,93 mmol.g-1MF) e das plantas do EM (81,27 mmol.g-1MF) (Figura 38-H).
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Figura 38 - Concentracdo de solutos organicos: carboidrato livres totais (A-B), proteinas (C-
D), prolina livre (E-F), aminoacido (G-H) em folhas e raizes de mudas de Moringa
oleifera Lam. sob diferentes niveis de salinidade (0, 75 e 150 mM de NacCl). Letras
iguais ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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Em relacdo as concentracbfes dos solutos organicos quantificados nas
tuberas, observa-se que a concentracdo de carboidrato e proteinas foram maiores
para as plantas submetidas ao EM (Figura 39-A e 39-B), enquanto as plantas
submetidas ao tratamento do ES apresentaram maiores valores para o0s teores de
prolina e aminoacidos (Figura 39- C e 39-D).

Figura 39 - Concentragéo de solutos organicos: carboidratos livres totais (A); proteinas (B);
prolina livre (C); aminoacido (D) em tuberas em mudas de Moringa oleifera Lam. sob

diferentes niveis de salinidade (0, 75 e 150 mM de NacCl). Letras iguais ndo diferem
estatisticamente entre os tratamentos ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
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Fonte: SILVA, E. C. A. (2012)

Apesar dos acgUcares atuarem na osmoprotecdo (ESTEVES; SUZUKI, 2008),
suas concentracdes tendem a reduzir, quando o vegetal encontra-se sob condi¢des
de estresse salino (KEREPESI; GALIBA, 2000). A concentracdo dos solutos pode
variar de acordo com o 6rgdo onde este se encontra. O teor de carboidrato ndo
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diferiu entre s tratamentos para as folhas, mas foi reduzido nas raizes.
Diferentemente de Oliveira (2012) que ao avaliar a influéncia da salinidade em
mudas de faveleira, observou um aumento no contetdo de carboidrato de folhas e
raizes.

Corroborando com os resultados da presente pesquisa, Brilhante et al. (2007)
ao estudar a influéncia do estresse salino em mudas de cajueiro ando também
observou um aumento significativo nos teores de proteinas sollveis presentes nas
folhas desta espécie.

A sintese de proteinas acompanhadas com reducdo de aminoacidos sob
condi¢cbes de salinidade, vem sendo amplamente estudada por diversos autores
(BRILHANTE; SILVEIRA, 2002; LIN et al.,, 2002). Ao ser submetida ao estresse
moderado (75 mM de NaCl) a espécie em estudo apresentou um mecanismo de
sintese de proteinas como tentativa a manter seu metabolismo, reduzindo a
concentracdo de aminoacidos nas folhas.

Resultados diferentes foram observados por Praxedes et al. (2012) ao estudar
mudas de feijdo caupi observou uma reducao na concentracdo de prolina nas raizes
e um incremento nas folhas. Assim como Martins et al. 2012, ao estudar mudas de
Clitoria ternatea e Rocha (2003) em mudas de cajueiro submetida ao estresse
salino, encontraram tais reducdes. Ja Abreu et al. (2008), ao avaliar a influéncia da
salinidade na concentracdo de carboidratos em folhas e raizes de cajueiro, nao
verificaram diferencas tanto nas folhas quanto para as raizes, corroborando com a
presente pesquisa.

As plantas submetidas ao tratamento estresse severo (ES) apresentaram a
maior concentracdo de prolina nas raizes e tuberas. De acordo com Blanco et al.
(2008) a prolina € um amino&cido que pode ser encontrada em maior concentracao
em plantas sob situacdo de estresse, uma vez que sua principal funcdo é a de
protecdo das macromoléculas além de atuar na manutencdo do gradiente osmético
celular, permitindo a absorcdo de agua do solo. Existem controvérsias sobre a
producdo de prolina, uma vez que seu acumulo parece ser uma resposta a
salinidade (PARIDAS; DAS, 2005). Este resultado pode ser atribuido ao ajustamento
osmoético, para as plantas submetidas ao ES, uma vez que, o potencial hidrico
destas plantas foi reduzido, possivelmente devido ao acumulo de solutos de baixo

peso molecular, como aminoacidos e prolina.
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4.1.2.5 Determinacédo da atividade enzimatica

Foi observado comportamento semelhante para a atividade das enzimas
avaliadas, onde as plantas submetidas ao ES (75mM de NaCl) apresentaram uma
maior atividade foliar, em torno de 25,88% (APX) (Figura 40-A) e 91,47% (CAT)
(Figura 41-A). Ja nas raizes, o ES gerou um decréscimo para a atividade da APX em
torno de 47,74% (Figura 40-B), enquanto para a CAT, o estresse salino né&o

provocou diferencas significativas em relagdo ao controle (Figura 41-B).

Figura 40 - Determinacdo da atividade da APX em folhas (A) e raizes (B) em mudas de
Moringa oleifera Lam. sob diferentes niveis de salinidade (0, 75 e 150 mM de NacCl).
Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 41 - Determinagdo da atividade da CAT em folhas (A) e raizes (B) em mudas de
Moringa oleifera Lam. sob diferentes niveis de salinidade (0, 75 e 150 mM de NacCl).
Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.
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Em relacdo as tuberas, o estresse salino promoveu o decréscimo das
atividades das enzimas avaliadas, onde as plantas submetidas ao EM apresentaram
uma reducao de 29,24% e 14,55%, para APX e CAT respectivamente, em relacao
ao controle. Sendo esta reducéo acentuada para as plantas do ES, representando
uma reducao de 42,45% (APX) e de 39,74% (CAT), em relagdo ao controle (Figura

42- A;B).
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Figura 42 - Determinacdo da atividade da APX (A) e CAT (B) em tuberas de mudas de
Moringa oleifera Lam. sob diferentes niveis de salinidade (0, 75 e 150 mM de NaCl).
Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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Conforme o esperado, o estresse salino ativou a defesa antioxidante das
mudas de moringa, uma vez que observa-se um aumento na atividade enzimatica
Em situagcGes normais, geralmente as plantas encontram-se bem adaptadas em
minimizar os danos provocados pelas espécies reativas de oxigénio (FOYER et al.,
1994; SOARES; MACHADO, 2007). No entanto o estresse favorece a formacao
destas espécies e mesmo com uma alta atividade enziméatica, os danos podem nao
ser reparados resultando na morte do vegetal. O que foi observado nas plantas
submetidas ao tratamento de 150 mM de NaCl (ES), que mesmo com alta atividade
da CAT e APX nas folhas, estas plantas apresentaram prejuizos em seus processos
metabdlicos.

Conforme o observado, as plantas submetidas ao EM, manteve a atividade
enzimatica foliar semelhante ao controle, uma possivel explicacao tal fato, pode ser
devido a uma aclimatacdo destas plantas a esta concentracdo salina ndo sendo
indicativo de estresse. No entanto sabe-se que o funcionamento do sistema
antioxidativo em resposta ao stress salino depende tanto da severidade quanto da
intensidade que o mesmo é aplicado (MITTLER; ZILINSKAS, 1994; SMIRNOFF,

1993), sendo necessarios mais estudos que visem avaliar a defesa antioxidante das
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mudas de moringa submetidas a diferentes condi¢cbes salinas e periodos de

avaliacao.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

De maneira geral, o estresse hidrico provocou alteracbes em todas as
variaveis avaliadas. No entanto, ao ser reirrigada, a moringa apresentou uma alta
plasticidade, com a recuperacdo das variaveis afetadas em apenas 24 horas de
reirrigagdo. A indisponibilidade hidrica no solo promoveu a reducdo do potencial
hidrico da moringa devido ao acumulo de solutos nas raizes e tubérculos. E para
minimizar a perda de agua para a atmosfera, houve o fechamento estomatico,
refletindo na baixa absorcédo de CO, e consequentemente, prejuizos na fotossintese.

Contudo, o estresse hidrico ndo afetou os teores de clorofilas nem a eficiéncia
guantica do PS IlI, o que permitiu o reestabelecimento da maioria das variaveis
avaliadas, com apenas 24 horas de reirrigacao.

Estas respostas da moringa ao déficit hidrico justifica o fato da mesma
encontrar-se distribuida em ambientes de clima semiarido, onde as espécie vegetais
apresentam capacidade de sobreviverem em ambiente com deficiéncia hidrica. E
apos ser irrigada, esta utiliza a agua eficientemente, o que permite que a espécie
reestabeleca seu metabolismo e desenvolvimento.

Em relacdo ao estresse salino, de acordo com os resultados obtidos, as
mudas submetidas ao EM (75 mM de NaCl) apresentaram-se semelhante ao
controle para a maioria das variaveis avaliadas. A manutencdo do status hidricos
destas plantas ocorreu por meio da regulacdo estomatica e acumulo de solutos
organicos nas raizes e tuberas, em especial, prolina e aminoacidos. No entanto
guando submetida ao ES (150 mM de NaCl) todas as variaveis foram afetadas
desde a primeira avaliacdo sendo intensificadas com o prolongamento do estresse.

As plantas de moringa alteram seu metabolismo na tentativa de sobreviver em
ambientes salinos, contudo ao intensificar e prolongar a concentragcdo dos sais no
substrato, os danos podem se tornar irreparaveis. Uma justificativa ao desempenho
das mudas de moringa submetidas a concentragdo d 75 mM de NaCl, pode ser
devido a resposta enziméatica, uma vez que estas plantas manteve a atividade das
enzimas avaliadas semelhante as plantas controle.

As respostas das plantas ao déficit hidrico ou em condicbes salinas
dependem do estadio de desenvolvimento da espécie, intensidade e duracdo do

estresse. Devido a escassez de estudos sobre a espécie, € necessario que novas
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pesquisas que visem elucidar as repostas sejam realizadas para um maior

esclarecimento dos mecanismos de resposta da moringa, quando esta se encontra

em condi¢des adversas, uma vez que a moringa mostrar-se como uma espécie de

alto potencial para semiarido, o que servirh como subsidios para o incentivo da

cultura na regido do semiarido brasileiro.

5.1. QUADRO ESQUEMATICO DAS RESPOSTAS DE MUDAS DE Moringa oleifera
LAM. SUBMETIDAS A CONDICOES DE DEFICIT HIDRICO:

VARIAVEL

5d SR

10d SR

RI

Potencial hidrico foliar (Yw)

Teor relativo de agua (TRA)

Fotossintese (A)

Transpiracéo (E)

Condutancia estomatica (gs)

Eficiéncia do Uso da agua (EUA)

Eficiéncia quéantica do PS 1l

indice de clorofila

Clorofila a

Clorofila b

Clorofila total

Carotenoide

Carboidrato

Proteina

Prolina

Aminoéacido

Atividade da Ascorbato peroxidase (APX)

Atividade da Catalase (CAT)

LEGENDA (resultados em relacdo as plantas do tratamento controle)

F | Folha N&o afetado 5d SR 5 dias sem rega Aumento
Raiz Pouco afetado 10d SR | 10 dias sem rega Reducao
Tuberas Drasticamente afetado RI Reirrigado
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5.2. QUADRO ESQUEMATICO DAS RESPOSTAS DE MUDAS DE Moringa oleifera
LAM. SUBMETIDAS AO ESTRESSE SALINO:

VARIAVEL

Potencial hidrico foliar (‘Pw)

Teor relativo de agua (TRA)

Fotossintese (A)

Transpiragéo (E)

Condutéancia estomatica (gs)

Eficiéncia do Uso da agua (EUA)

Clorofila a
Clorofila b

Clorofila total

Carotenoide

Carboidrato

Proteina

Prolina

Aminoéacido

Atividade da Ascorbato peroxidase (APX)
Atividade da Catalase (CAT)

LEGENDA (resultados em relacéo as plantas do tratamento controle)

Estresse moderado + | Aumento
(75 mM de NaCl)

F Folha Nao afetado EM

Estresse severo - | Reducéo
(150 mM de NacCl)

R Raiz Pouco afetado ES

T | Tdberas Drasticamente afetado
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados da presente pesquisa, 0 desenvolvimento de mudas de
Moringa oleifera sob condi¢des de déficit hidrico pelo periodo (10 dias de supresséo
hidrica) ndo promoveu danos ao vegetal, mesmo este tendo atingido valores
proximos a zero para a fotossintese, o que possibilitou sua recuperacdo em apenas
24 horas de reidratacdo. Com relacdo ao estresse salino, concluiu-se que o nivel de
75 mM de NaCl néo foi prejudicial as mudas de moringa, pelo periodo de tempo
avaliado, no entanto ao elevar a concentracdo salina para 150 mM de NacCl,
apresentaram prejuizos metabdlicos, que se intensificam com o prolongamento do

estresse.
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