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RESUMO GERAL

Dentre as espécies nativas da Caatinga que possuem valor econdmico e ecoldgico, o Ziziphus
Joazeiro Mart. se destaca por servir de alimento para caprinos na seca e sombreamento para o
rebanho bovino, além de ser fonte medicinal para a populagdo circunvizinha. No entanto,
recentemente, o Z. joazeiro foi incluido na lista de espécies de alta prioridade para a
conservagdo e manejo da Caatinga pelo IBAMA, pois sido encontrados poucos individuos nas
areas semiaridas devido ao desmatamento provocado pelo homem para uso madeireiro, pela
predacdo por caprinos e também pela extracio mal executada da sua casca para fins
terapéuticos, que muitas vezes chega a comprometer a sobrevivéncia da planta. Além disso, é
uma espécie pouco estudada quanto ao seu comportamento fisiolégico frente ao déficit
hidrico, uma vez que habita o bioma Caatinga, o qual é caracterizado climaticamente pela
irregularidade de chuvas e elevada irradiancia durante todo o ano. Diante disso, o presente
trabalho teve como objetivo estudar a influéncia do déficit hidrico sobre as trocas gasosas,
relacdes hidricas, acimulo de solutos orginicos, densidade estomatica e a composi¢do quimica
de n-alcanos de plantas de Z. joazeiro em casa de vegetacdo e em campo. A pesquisa foi
desenvolvida no periodo de novembro de 2007 a dezembro de 2010, envolvendo trés
experimentos realizados em casa de vegetagdo e um em campo. As observa¢des em campo
foram realizadas no periodo de 2008 a 2010, na Estacdo Experimental José Nilson de Melo,
pertencente ao Instituto de Pesquisa Agropecudria - IPA, localizada no Municipio de Caruaru
— PE. Foram determinados o potencial hidrico foliar e o teor relativo de 4gua, acimulo de
solutos orgénicos, a densidade estomatica e a composi¢do de ceras epicuticulares das folhas de
individuos adultos, nas estagdes secas e chuvosas de trés anos consecutivos. Os experimentos
de condicdes controladas foram realizados em casa de vegetag@o, no Laboratério de Fisiologia
Vegetal, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, utilizando plantas jovens originadas
por meio de propagacdo sexuada, as quais foram submetidas ao déficit hidrico em solo por
supressao hidrica ou indug¢do do PEG 6000 em meio hidroponico. Nesses experimentos foram
avaliados as relacdes hidricas, o crescimento, as trocas gasosas e os solutos organicos. Os
resultados dos experimentos de casa de vegetacdo demosntraram que a drea foliar total, drea
foliar especifica e a razdo da area foliar foram afetadas pela duracdo do estresse aplicado aos
30 dias apds a diferenciagdo dos tratamentos (DAD), como também o teor relativo de dgua
que permaneceu inferior a 90% de turgescéncia aos 30DAD. Para alocacdo de biomassa e
razdo raiz parte aérea, a duracdo do déficit hidrico ndo influenciou na translocagdo de
fotoassimilados, uma vez que os tratamentos hidricos ndo apresentaram diferencas
significativas, todavia, para a matéria seca houve aumento significativo aos 30 DAD. Sob
condi¢des controladas, o cultivo em solugdo nutritiva contendo o PEG 6000 como indutor de
déficit hidrico provocou o fechamento dos estdmatos das plantas sob -0,4 MPa e -0,6 MPa de
PEG, ap6s 24 horas dos tratamentos terem sido aplicados. O potencial também foi afetado para
os mesmos tratamentos as 12h (meio dia), apresentando reducdo de 32%. A area foliar nao foi
afetada, como também os aparatos fotossintéticos, as clorofilas a e b, razdo cloa/clob e
carotendides. Os resultados do terceiro experimento de casa de vegetacdo (cultivo em solo), o
déficit hidrico provocou diminui¢do do potencial hidrico nos tratamentos mais severos, o qual
se manteve sempre negativo abaixo de -2 MPa as 12h (meio dia), j4 as 4h (ante manh3)
apresentou certa recuperagdao o Wy, mas ndo o bastante para se aproximar a potenciais mais
positivos do que -1MPa. Nas plantas sem rega, o déficit hidrico provocou reducgdes
significativas de 42% na transpiracdo, de 71% na condutincia estomatica e de 38% na
fotossintese liquida, a partir do 14° dia de estresse. J4 a concentragdo interna de CO,
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apresentou um déficit de 8% logo no 12° dia de estresse e a eficiéncia instantinea de
carboxilagdo de 47% no 18° dia de tratamento. De forma oposta aos outros parametros, a
eficiéncia instantanea do uso da dgua permaneceu sempre elevada durante todo o periodo de
estresse, se superando em 33% no 26° dia de deficiéncia hidrica, porém para a eficiéncia
instantanea da transpiragdo o déficit hidrico ndo provocou alteracdes significativas. O estresse
também induziu maior acumulo de solutos compativeis (carboidratos, proteinas e
aminoicidos) tanto nas folhas quanto nas raizes das plantas de juazeiro submetidas ao
tratamento sem rega. A concentracdo de pigmentos fotossintéticos sofreu alteragdo com o
estresse hidrico aplicado. Os resultados em campo demonstraram que tanto na estagdo seca
como na chuvosa o potencial hidrico (¥,) manteve-se sempre abaixo de -2MPa, sendo o
periodo seco do ano de 2010 o que apresentou valores mais negativos de Wy, (— 4,56MPa). O
teor relativo de 4gua também reduziu no periodo seco, com valores mais baixos no ano de
2008, com cerca de 70%. O periodo seco provocou reducdo nos teores de proteinas (2008 e
2010) e carboidratos nas folhas (2009) e aumento nos teores de aminoacidos (2008 e 2009) e
carboidratos nas folhas em 2010. A prolina ndo diferiu nos dois primeiros anos, € diminuiu na
época seca em 2010. Na seca, a quantidade de n-alcanos foi menor para todos os anos em
relacdo ao periodo chuvoso. A densidade estomdtica também apresentou comportamento
semelhante ao da cera com uma redugdo de 25% no periodo seco. Os resultados permitem
inferir que Z. joazeiro tanto na sua fase inicial de desenvolvimento quanto na fase adulta
utiliza mecanismos de tolerdncia a seca por alto potencial hidrico e também por baixo
potencial hidrico, apresentando na maioria das vezes de forma anisoidrica, uma vez que
mantém o potencial hidrico sempre muito negativo ao longo do periodo de estresse, como
também usa mecanismos adaptativos de prevengdo para assim, garantir a sua sobrevivéncia e
crescimento durante a seca.

Palavras-chave: juazeiro, trocas gasosas, potencial hidrico, densidade estomadtica,

composi¢ao quimica de n-alcano e solutos organicos
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GENERAL ABSTRACT

Among the native species from the Caatinga, which has economic and ecological value, the
Ziziphus joazeiro Mart. stands for serve feed for goats in the drought and shade for cattle,
besides being a source for medicinal surrounding population. However, recently, Z. joazeiro
was included in the list of high priority species for conservation and management of the
Caatinga IBAMA, because few individuals are found in semi-arid areas due to deforestation
caused by man for timber use, by predation by goats and also by extraction of its poorly
performed bark for therapeutic purposes, which often leads to compromise the survival of the
plant. Furthermore, it is a little studied species regarding their physiological behavior against
the drought, once inhabiting the Caatinga biome, which is climatically characterized by
irregular rainfall and high irradiance throughout the year. Thus, the present work aimed to
study the influence of water deficit on gas exchange, water relations and accumulation of
organic solutes, stomatal density and chemical composition of n-alkanes from plant Z.joazeiro
Mart. in greenhouse and field conditions. The research was carried out from November 2007
to December 2010, involving three experiments conducted in a greenhouse and in field. The
experiments were conducted under controlled conditions in a greenhouse at the Plant
Physiology Laboratory, Federal Rural University of Pernambuco, using young plants
originated through sexual propagation, which were subjected to water deficit in the soil for
water suppression or induction of PEG 6000 in hydroponic culture. In those experiments were
evaluated water relations, growth, gas exchange and organic solutes. Field observations were
conducted during 2008 to 2010 at the Experiment Station Nilson José de Melo, belonging to
the Agricultural Research Institute - IPA located in the municipality of Caruaru - PE. Were
determineds on leaf water potential, relative water content and accumulation of organic
solutes, stomatal density and chemical composition of n-alkanes from the leaves of adults in
the dry and rainy seasons of three consecutive years. The experiments were conducted under
controlled conditions in a greenhouse at the Plant Physiology Laboratory, Federal Rural
University of Pernambuco, using young plants originated through sexual propagation, which
were subjected to water deficit in the soil for water suppression or induction of PEG 6000 in
hydroponic culture. In those experiments were evaluated water relations, growth, gas
exchange and organic solutes. The experimental results show mutual greenhouse that the total
leaf area, specific leaf area and leaf area ratio were affected by the duration of the applied
stress at 30 days after the differentiation treatment (DAD), as well as the relative water content
that remained below 90% of the turgor 30DAD. Biomass allocation and root shoot ratio, the
duration of the drought did not affect the translocation of assimilates, since the water
treatments were not significantly different, however, the dry matter increased significantly at
30 DAD. Under controlled conditions, growing in nutrient solution containing PEG 6000 as
inducing water deficit caused the closing of the stomata of the plants at -0.4 MPa and -0.6
MPa PEG, after 24 hours of treatments have been applied. The water potential was also
affected to the same treatments at 12 pm (noon), a reduction of 32%. Leaf area was not
affected, as well as the photosynthetic apparatus, chlorophylls a and b, chloa/chlob ratio and
carotenoids. The results of the third greenhouse experiment (cultivation in soil), water deficit
caused decrease of water potential in the most severe treatments, which remained always
negative below -2 MPa at 12 pm (noon), since the 4h ( before morning) showed some
recovery the Ww, but not enough to bring the potentials more positive than-1 MPa. In plants
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without irrigation, water deficit caused significant reductions of 42% perspiration, 71% in
stomatal conductance and net photosynthesis in 38%, from the 14th day of stress. Since the
internal CO, concentration showed a deficit of 8% as early as the 12th day of stress and the
instantaneous carboxylation efficiency of 47% on day 18 of treatment. As opposed to other
parameters, the instantaneous efficiency of water use has always remained high throughout the
period of stress, is surpassing 33% in 26 days of drought, but for the instantaneous efficiency
of transpiration water deficit did not cause changes significant. Stress also induced greater
accumulation of compatible solutes (carbohydrates, proteins and amino acids) in both roots
and leaves of juazeiro plants subjected to treatment without irrigation. The concentration of
photosynthetic pigments was altered with the water stress applied. The field results showed
that both in the dry season and rainy season water potential (¥w) was always below-2MPa,
being the dry season of 2010 which showed more negative values of Ww (- 4,56 MPa). The
relative water content also decreased during the dry season, with lower values in 2008, with
about 70%. The dry period caused a reduction in protein (2008 and 2010) and carbohydrates
in leaves (2009) and increased levels of amino acids (2008 and 2009) and carbohydrates in the
leaves in 2010. Proline did not differ in the first two years, and decreased in the dry season in
2010. In drought, the amount of n-alkanes was lower for all years in relation to the rainy
season. Stomatal density also showed similar wax with a 25% reduction in dry season. The
results indicate that it Z. joazeiro both in their early development and in adulthood using
mechanisms of drought tolerance by high water potential and also by low water potential, with
most of the time so anisoidrica, since it keeps the water potential always negative along of the
stress, but also uses adaptive mechanisms for prevening thus ensure their survival and growth
during drought.

Keywords: Juazeiro, gas exchange, water potential, stomatal density, chemical composition of
n- alkane and organic solutes.
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1. INTRODUCAO GERAL

A vegetagdo existente em terras aridas e semi-aridas do mundo vem despertando, ha
décadas, o interesse dos pesquisadores com relagdo as interacdes ecoldgicas e as diferentes
variagdes morfoldgicas e fisioldgicas dos vegetais que ali habitam (SILVA, 2002). Com a
conseqii€ncia da exploracdo predatdria (desmatamento e queimadas das florestas semi-aridas)
provocada pela acdo do homem, tende a intensificar ainda mais o aumento do aquecimento
global (FEARNSIDE, 2006; GERGINO, 2007; KOOHAFKAN; STEWART, 2008), levando
ao comprometimento da sobrevivéncia das espécies nativas adaptadas morfofisiologicamente

a aridez dessas regides.

Dentre essas vegetacdes de ambientes semidridos que, vem sendo exploradas pela acéo
humana e que também sdo ameacadas pelo aquecimento global, encontra-se a Caatinga, bioma
exclusivamente brasileiro localizado na maior parte da Regido Nordeste do Brasil (KIILL;
CORREIA, 2005; CARDOSO; QUEIROZ, 2007). E composto de uma floresta tipicamente
xerofila e espinhenta, do tipo estacional, pois no periodo seco suas espécies arbéreas perdem

as folhas e as plantas herbaceas morrem (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002).

O juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) é uma das espécies nativas que habitam a
Caatinga, o qual apresenta propriedades medicinais e por isso é muito utilizado pela populagdo
local na forma de infusdo, no combate a micoses e na forma de expectorante combatendo
bronquites. Além disso, é usado pelas indudstrias farmacéuticas e de cosméticos, para a
producdo de creme dental, xampus, sabonetes e tonico capilar para combater seborréia e
caspa, devido a saponina que pode ser extraida dos seus o6rgdos (ANDRADE LIMA, 1989,
AGRA et al., 2007; LIMA ; GIULIETTI, 2010).

Diferente de outras plantas xerdfitas, o juazeiro permanece com as suas folhas durante
todo periodo seco, as quais servem de forragem para rebanhos de caprinos, ovinos e bovinos,
que muitas vezes passam a comer todas as suas plantulas antes das mesmas estarem totalmente
estabelecidas, o que compromete a regeneracdo dessa espécie em ambiente natural
(CARVALHO, 2007). Outro agravante € quanto a sua ocorréncia que embora abranja toda a
vegetacdo da caatinga, nao ha uma mata de Z. joazeiro. Os individuos sao sempre encontrados

isoladamente, em capoeiras (CARVALHO, 2007) e préximos a lagos e rios, fazendo parte da
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constituicdo da mata ciliar (LACERDA et al., 2007), o que pode prejudicar a variabilidade

dessa espécie.

O uso indiscriminado de espécies nativas leva a perda da variabilidade genética, e
muitas espécies desaparecem antes mesmo de serem conhecidas (SAMPAIO et al., 1998), e o
Z. joazeiro nao foge a essa possibilidade, pois em 2002, na primeira Reunido Técnica de
Recursos Genéticos de Plantas Medicinais e Aromadticas, promovida pela EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria) e pelo IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) foi divulgada uma lista de espécies da
Caatinga que tem prioridade quanto a conservacido e manejo sustentdvel para o bem desse

bioma, onde o juazeiro encontra-se entre as espécies preferenciais (VIEIRA et al., 2002).

Diante disso deve-se dar uma maior importincia para o Z. joazeiro, principalmente no
que se refere a sua fisiologia, uma vez que trabalhos sobre relagdes hidricas e comportamento
estomadtico desta espécie em fase adulta e de muda sdo raros. Todavia, a maioria dos resultados
de pesquisas dessa natureza para a espécie sdo publicados em congressos cientificos (SILVA et
al., 2008a, 2009 e 2010). Porém, em nivel de género isso muda, com registros de trabalhos
cientificos publicados a respeito do comportamento estomdtico e relacdes hidricas em mudas
de Ziziphus rotundifolia Lamk submetidas a déficit hidrico (ARNDT et al., 2001); Ma et al.
(2007) também estudaram o comportamento fisiolégico de individuos adultos no campo de
Ziziphus jujuba Mill (jujuba); Cui et al. (2008) observaram a eficiéncia do uso da dgua, bem
como os estddios fenoldgicos de arvores submetidas a déficit hidrico e Kulkarni et al. (2010)
que além de avaliarem as trocas gasosas, estudaram também a fotoquimica e determinaram a
anatomia foliar de seis cultivares de Z. mauritiana (Lamk.), quando submetidas a déficit

hidrico.

O juazeiro é uma espécie que sobrevive em condi¢des adversas na Caatinga, a qual é
um bioma caracterizado climatologicamente pela irregularidade das chuvas e elevada radiacio
durante todo o ano, tendo como fator principal a escassez de dgua (FERNANDES, 2002;
SILVA et al., 2003).

Nessas dreas, a dgua € o fator abidtico de maior importancia, pois € essencial a todas
as reagcdes metabdlicas e ao alongamento celular dos seres vivos, onde a sua escassez causa a
seca que, por conseguinte, prejudica o desenvolvimento e a producdo dos vegetais

(PIMENTEL et al., 2002).
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O déficit hidrico, dependendo da intensidade, pode causar injirias nas plantas
diminuindo a turgescéncia celular, comprometendo assim o alongamento em extensdo,
causando redugdo ou interrup¢do do crescimento da planta como um todo. Em decorréncia
disso e como defesa, a drea foliar é reduzida, diminuindo a perda de dgua pela transpiracdo

(CAIRO, 1995).

Outra resposta da planta ao déficit hidrico é a redugdo da transpiracdo através do
fechamento estomaético, que pode ser considerado para algumas espécies como aprimeira linha
de defesa contra a dessecacdo. No entanto, essa resposta tem como conseqiiéncia o prejuizo na
fotossintese, pela diminuicdo da entrada de CO, nas folhas, (NOGUEIRA et al., 1998b,
NOGUEIRA ; SILVA, 2002), comprometendo a produ¢do de matéria seca e o crescimento da
planta (LARCHER, 2004).

O potencial hidrico foliar € um pardmetro que descreve o estado energético da dgua no
interior da planta, cujo gradiente vai depender do fluxo no sistema solo-planta-atmosfera, o
qual varia ao longo do dia (BERGONCI et al., 2000). Quando a planta estd submetida ao
déficit hidrico, o potencial da dgua da folha diminui, acarretando a desidratacdo dos tecidos e
consequentemente o fechamento dos estomatos, o que reduz a perda de dgua por transpiracao
(PIMENTEL, 2004; NOGUEIRA et al., 2005). A reduc@o do potencial hidrico foliar também
pode ocorrer devido ao acimulo de solutos compativeis que contribuem para o ajustamento
osmotico da planta, uma vez que toleram a desidrata¢do severa e mantém ativos os processos

metabdlicos (LARCHER, 2004).

O ajustamento osmoético € um mecanismo fisiolégico de grande importancia para a
manutengdo da turgescéncia celular (LIMA FILHO et al., 1992), pois d4 continuidade aos
processos de crescimento, expansdo, divisdo celular e a fotossintese (SANTOS; CARLESSO,
1998). Para a planta dispor desses beneficios em situagdo de seca, suas células terdo que
passar por mudangas fisioldgicas e metabdlicas para se ajustarem osmoticamente, acumulando
ou degradando solutos compativeis, como carboidratos, prolina, aminoédcidos e proteinas para
diminuir o potencial hidrico e, por conseguinte, manter a turgescéncia celular
(NEPOMUCENO et al., 2001). Segundo Pimentel (2005), em situacdo de déficit hidrico
severo, as plantas tendem a reduzir a fotossintese, diminuindo assim o conteudo de amido da
célula e aumentando os acticares soliveis que participam da ativag@o das respostas das plantas

frente a indisponibilidade hidrica.
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Além disso, a seca também provoca modificagdes estruturais, anatOmicas e
morfolégicas para limitar a perda de 4dgua pela transpiracio (KUDREV, 1994). Essas
modificacdes anatdmicas, como a alteracdo da densidade estomdtica e o aumento da espessura
de ceras epicuticulares podem estar associados a desidratac¢do pelo déficit hidrico (SAM et al.,
2000; BURROWS, 2001; GRISAFI et al.,, 2004; LIU et al.,, 2007). A camada de cera
epicuticular que recobre a cuticula pode estar relacionada com a diminui¢@o da perda de dgua
em demasia pela transpiracdo, ajudando assim as folhas a reterem mais dgua (SAMDUR et al.,

2003; OLIVEIRA, 2005).

Dessa forma, os estudos fisioldgicos de espécies nativas podem fornecer uma melhor
compreensdo dos mecanismos de defesa aplicados por essas plantas que sobrevivem a
ambientes 4ridos, e alguns pardmetros bioquimicos, aspectos morfoanatdmicos e fitoquimicos
podem contribuir como ferramenta para o entendimento fisioldgico dessas espécies,

principalmente, nas relacdes hidricas e trocas gasosas.

Como importante componente da flora da Caatinga, ha necessidade de intensificacdo
sobre o conhecimento do juazeiro quanto aos seus aspectos fisiolégicos e morfoldgicos, pois
esses estudos podem possibilitar futuramente o planejamento de estratégias de restauragdo,
conservagdo e manejo sustentdvel dessa espécie no ambiente natural, com a préitica de

reflorestamento, principalmente nas dreas degradadas.

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou estudar o efeito do déficit hidrico
sobre as trocas gasosas, crescimento, relagdes hidricas, acimulo de solutos orgénicos nas
folhas, densidade estomdtica e composicdo quimica das ceras epicuticulares em folhas de
juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.), em condi¢des de campo e casa de vegetacdo, identificando
pardmetros que possam servir de indicadores de tolerdncia ao déficit hidrico, além de prover
informagdes sobre o comportamento fisioldgico dessa espécie para utilizagdo em programas

de reflorestamento de dreas degradadas da Caatinga.
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2. REVISAO GERAL DE LITERATURA

2.1 Consideracoes gerais sobre a espécie

A familia Rhamnaceae, na vegetagcdo da Caatinga, apresenta cinco espécies endémicas:
Alvimiantha tricamerata C. Grey-Wilson, Crumenaria decumbens Mart., Rhamnidium Molle
Reiss., Ziziphus cotinifolia Reiss e Ziziphus joazeiro Mart (GIULIETTI et al., 2002). Dentre
essas espécies, destaca-se o juazeiro (Z. joazeiro), espécie nativa desse bioma chamada
popularmente de jud, jud-babdo, juazeiro, jui-de-boi, jud-mirim, jud-bravo e joazeiro (KATO
et al., 1998; CARVALHO, 2007), com a ocorréncia desde o Piaui até o norte de Minas Gerais,
sendo frequentemente encontrada em vales e margens de rios (LORENZI, 2008; LIMA et al.,

2006).
2.1.1 Importancias ecolégica e econdomica

O juazeiro serve de alimento para o rebanho caprino, bovino e ovino, dos quais a
populagdo rural, principalmente as familias de baixa renda retiram deles a proteina animal de
forma barata para sobreviver (RIZZINI, 1997; KIILL; CORREIA, 2005). A vantagem
nutricional que o Z. joazeiro Mart. oferece ao animal como forragem, é por conter um teor de
proteina bruta considerdvel de 15,2%, constituindo uma fonte alternativa de alimento para
caprinos e ovinos durante o periodo seco (BARROS et al., 1991).

A sua madeira de Z. joazeiro € muito utilizada para as construgdes rurais, mourdes,
sendo empregada na marcenaria, na producdo de lenha e carvdo. Isso se deve por ela
apresentar tronco liso, madeira moderamente pesada e resistente (LORENZI, 2008). Além
disso, ela também ¢é usada como elemento paisagistico, ornamentando pracgas e jardins das
cidades (MATOS, 2009).

Outra atividade econdmica que o Z. joazeiro pode favorecer ao homem rural € a pratica
da apicultura. A planta apresenta floragdo duas vezes ao ano (na metade do periodo seco e no
inicio do periodo chuvoso). As suas flores atraem abelhas (Apis mellifera), que produzem o
mel caracterizado pela cor variando entre Ambar a amarelo escuro, com aroma semelhante a
caramelo queimado e de sabor marcante de caramelo (FERREIRA et al., 2008). As

comunidades rurais vém sendo treinadas para realizar a producdo de geléias e doces a fim de
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incrementar a renda familiar (LIMA; GIULIETTI, 2010). As cascas do juazeiro devido as

propriedades medicinais que possuem, e por ser rica em saponina é muita utilizada nas
indudstrias cosméticas e farmacéuticas para produg¢do de sabdo, tonico capilar, anticaspa,
anticdrie e dentifricio (por exemplo: creme dental sorriso), € em in natura, a casca do caule, na
forma de p6 é vendido nos mercados publicos das cidades (ANDRADE LIMA, 1989; LIMA;
GIULIETTI, 2010). J4 as raspas do caule funcionam como xampu combatendo a seborréia e a
caspa (AGRA et al., 2007). Segundo Kato et al. (1998), o juazeiro também apresenta atividade
terapéutica, atuando como expectorante para tratamento de bronquites e dlceras gastricas. As
suas raizes sdo empregadas contra a gripe e as folhas sdo usadas contra dispepsias. Ha estudos
farmacoldgicos que comprovam as acdes anti-maldria, anti-tumoral e anti-HIV do juazeiro

(AGRA et al., 2005).

Segundo Cruz et al. (2007), pedagos de Z. joazeiro em infusio tem atividade
antifingica que combate a agio de fungos, tais como: Trichophyton rubrum, Candida
guilliermondii, Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Fonsecaea pedrosoi, o que
confirma o que a tradicio popular assegura e recomenda. Por outro lado, elevadas
concentragcdes de extratos das cascas dos frutos de juazeiro apresenta acdo alelopatica em

sementes de alface, inibindo a germinacdo das mesmas (Oliveira, A. K. et al., 2009).

2.2 Efeitos do déficit hidrico sobre a producao de biomassa

A dgua € a substincia mais importante na superficie da terra, que determina a
existéncia de vida, pois € essencial a todas as reagdes metabdlicas dos seres vivos, dando
também forma as suas estruturas morfologicas (KRAMER; BOYER, 1995; PIMENTEL,
2004).

Em dia ensolarado a planta consome um grande volume de agua, sendo que 98% desse
volume séo perdidos em forma de vapor para a atmosfera, através do processo de transpiragéo,
restando apenas 2% de d4gua, a qual é utilizada para todas as reacdes metabdlicas, na
manutengdo da turgescéncia celular e também para a divisdo e alongamento das células
(BENINCASA, 2003; REICHARDT; TIMM, 2004).

A deficiéncia hidrica causa nas plantas diminui¢cdo da producdo de folhas, redugdo da

area foliar, aceleramento da senescéncia e abscis@o foliar, como também o prolongamento da
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raiz para as zonas mais profundas do solo, aumentando a relacdo raiz/ parte aérea, e a
reducdo da producdo de matéria seca. Em muitos casos, quando a planta estd submetida a
supressdo hidrica, tende a conservar a dgua do solo, ou seja, economizar dgua para periodos
futuros de seca (SANTOS; CARLESSO, 1998; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Diversos pesquisadores t€ém observado em situagdo de déficit hidrico, redugdes no
crescimento, bem como na matéria seca, na alocacdo de biomassa dos 6rgaos (folhas, caules e
raizes) da planta e a relaco raiz/parte aérea. Barbosa et al. (2000), estudando o crescimento de
trés espécies da caatinga com 20 dias de estresse, observaram aumento na alocagdo de
biomassa das raizes de trés espécies (Semna martiana (Benth.) H.S. Irwin e Barneby;
Parkinsonia aculeata L., and Senna occidentalis (L.) Link)

Santiago et al. (2001), avaliando o crescimento de plantas jovens de Mimosa
caesalpiniifolia Benth. (sabid), verificaram reducdes tanto na matéria seca das folhas, quanto
na matéria seca do caule a medida que o déficit hidrico prolongava.

Silva e Nogueira (2003) também observaram redugdes da RAF que atingiu 22% nas
plantas de Prosopis juliflora DC (algaroba) sob deficiéncia hidrica de 50% da CP. Rao et al.
(2008) também observaram em seu estudo que a medida que prolongava o déficit hidrico
diminuia a drea foliar nas plantas de Leucaena leucocephala (Lam. de Wit) (leucena).

Trabalhando com quatro espécies lenhosas cultivadas sob déficit hidrico, Silva e
Nogueira (2003) observaram que o estresse moderado aplicado ndo afetou a matéria seca, nem
a alocacdo de biomassa das folhas, caules e raizes das plantas. Portanto, para espécies
estudadas, esses parimetros de crescimento ndo foram indicadores de tolerancia a seca. De
forma isolada, Silva e Nogueira (2003) verificaram ainda que as plantas Enterolobium
contortisiliqguum (Vell.) (tamboril) alocaram mais fotoassimilados no sistema radicular do que
as plantas Mimosa caesalpiniifolia Benth. (sabid), Tabebuia aurea (Manso) Benth. e Hook.
(craibeira) e Prosopis juliflora DC. (algaroba) que passam a acumular fotoassimilados na parte
aérea. Essas observacdes das autoras revelam que cada planta se comporta de uma forma
diferenciada quando sob estresse moderado.

Cabral et al. (2004) também observaram que as plantas sob 25% CP apresentavam um
aumento tanto na matéria seca quanto na alocag¢do de biomassa das raizes a medida que tempo
de estresse se prolongava. Os autores verificaram que o acimulo de matéria seca das raizes
das plantas sob 25% CP com 120 dias de estresse foi 11% superior em relagdo aos 30 dias de

tratamentos, o que ficou evidente na relag@o raiz parte drea um aumento de 45% de matéria
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seca aos 120 dias quando comparado com os 30 dias de estresse. De forma semelhante a
matéria seca, a alocacdo de biomassa foi 35% maior nas raizes em 120 dias de estresse.

Figueirda et al. (2004) estudando o crescimento em plantas de Myracrodruon
urundeuva Allemao (aroeira do sertdo) sob dois regimes hidricos, verificaram que o regime de
25%CP provocou um aumento tanto para a razdo raiz/ parte aérea quanto para alocacio de
biomassa da raiz aos 30 dias de estresse. Os mesmos autores também observaram que nao
houve diferenca significativa aos 30 de dias na matéria seca da raiz em plantas de
Myracrodruon urundeuva Allemao (aroeira do sertdo) sob 75%, 50% e 25% da capacidade de
pote.

Silva et al. (2008b) também ndo observaram diferencas significativas para as MSR e
MST de plantas de Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira da praia) submetidas aos regimes

hidricos (100% CP, 75% CP, 50% e 25% CP).

2.3. Efeitos do déficit hidrico sobre o comportamento estomatico, o potencial hidrico

foliar e ajustamento osmoético de plantas da caatinga

Um dos estresses abidticos que limitam a capacidade das plantas absorverem 4dgua
pelo solo € a seca. Essa baixa disponibilidade hidrica acarreta restricdo do crescimento das
plantas e, conseqiientemente da sua produtividade, principalmente em regides semidridas
(FLEXAS et al., 2006; REGIER et al., 2009).

Nos ambientes semiaridos como a Caatinga que € caracterizada por possuir elevada
temperatura, alta irradidncia, umidade relativa do ar muito baixa e solos rasos (PRADO,
2003). Tudo isso desafia o crescimento e a sobrevivéncia das plantas, mas essas caracteristicas
podem se tornar ainda mais intensas devido as mudangas climaticas.

O efeito da falta d’4gua sobre os vegetais depende da intensidade, duracdo, estadio
fenoldgico e da capacidade genética das plantas de se adaptarem as mudancas ambientais
(HSIAO, 1973; NEPOMUCENO et al., 2001). Esse efeito é considerado um fator de selecdo
que evidencia elementos construtivos ou destrutivos para que os vegetais possam tolerar a
seca (PIMENTEL, 2004).

A escassez de dgua prejudica o desenvolvimento dos vegetais provocando diversas
alteracdes morfofisioldgicas, tais como redugcdo no tamanho das folhas, fechamento dos

estomatos parcial ou completamente, os quais estdo associados a transpiragcdo, que por sua vez
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diminui a assimilacdo de CO,, limita a taxa fotossintética e reduz eficiéncia do uso da dgua
(LARCHER, 2004; PIMENTEL, 2004; NEUMANN, 2008).

Plantas que respondem o déficit hidrico imposto com uma alta eficiéncia do uso da
dgua conseguem resistir 2 seca com melhor desempenho, mas isso pode variar quanto a
espécie, nas suas fenofases, nos diferentes tipos de folha, como também em distintos
ambientes em que o vegetal habita (MEDRANO et al., 2009). Evidéncias recentes sugerem
que plantas que possuem mecanismos fisiolégicos para melhorar a eficiéncia do uso da dgua
sdo controladas geneticamente. Porque o diferencial sdo as propriedades de difusdo da dgua e
CO, pelos estdbmatos, o que torna possivel melhora da efici€éncia do uso da dgua pelo
decréscimo da transpiracdo sem uma redugdo na absor¢cdo de CO, (PARDO, 2010). Portanto,
plantas que reduzem a abertura dos estdmatos em situacdo de déficit hidrico sdo mais
conservativas no uso da dgua (CHAVES et al., 2009).

Acontece que muitas plantas que respondem a seca com alta eficiéncia do uso da dgua
sdo espécies que apresentam adaptacdes morfoldgicas e fisioldgicas em resposta ao déficit
hidrico, como as plantas C4 e as CAM que toleram com mais habilidade as condi¢Ges adversas
das regides aridas sem muitos danos ao metabolismo; ao passo que outras plantas, como as Cs
ttm que usar como meio de artificio, mecanismos para se aclimatarem em resposta a
indisponibilidade hidrica (GALMES et al., 2007; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Ao responder o déficit hidrico, as plantas utilizam mecanismos que podem ser
classificados de escape ou de tolerancia a seca (ARAUJO, 2005). O primeiro consiste em
escapar a seca através de um ciclo de vida mais curto concentrado no unico periodo chuvoso,
apresentando a formag¢do de um banco de sementes; o segundo pode ocorrer de duas maneiras:
a primeira, a tolerincia a seca com elevado potencial hidrico, compreende o fechamento dos
estomatos nos horarios de maior demanda evaporativa, no aumento da relagéo raiz/parte aérea
para atingir as zonas mais profundas do solo, enrolamento e mudangas no angulo das folhas e
o aparecimento das caracteristicas xeromorficas (diminuicdo da drea foliar, epiderme mudltipla,
cuticula espessa e cerosidade); ja a tolerdncia a seca com baixo potencial hidrico, inclui o
ajustamento osmotico que favorece a absorcdo de dgua do solo e a manutencdo do starus
hidrico da planta (TURNER, 1978; PIMENTEL, 2004; NOGUEIRA et al., 2005).

Para Blonquist Junior et al. (2009) quando hé deplecdo hidrica no solo, os estomatos
respondem com o seu fechamento para poder manter o status hidrico do vegetal. Esse

fechamento estomdtico desencadeia uma série de limitacdes, como a reducdo da absorcio
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CO.,, a queda da taxa fotossintética e aumento da temperatura foliar. Nesse caso, quando as
plantas estdo desidratadas recuperam a sua hidratagdo por meio de uma reirrigagcdo, em que a
recuperagdo total da fotossintese vai depender da severidade da desidratacdo ocasionada pelo

estresse (KRAMER; BOYER 1995).

A deficiéncia hidrica afeta primeiramente o aparato fotossintético, provocando o
fechamento dos estdmatos, porém quando as plantas passam por ciclos de seca, estas podem
desenvolver certa resisténcia a falta de dgua, mantendo a transpiracdo por periodos mais
longos (LARCHER, 2004). Esses tipos de resultados foram verificados por varios autores,
como:

Nogueira et al. (1998a) que constataram redugdes nas taxas de transpiracdo quando
aferiram as trocas gasosas de trés plantas originadas da caatinga (Senna martiana Benth. Irw. e
Barn. (canafistula brava), Parkinsonia aculeata L. (espinheiro de Jerusalém) e Senna
occidentalis L. (Link.) (fedegoso) em fase inicial de desenvolvimento sob 20 dias de déficit
hidrico. Os mesmos autores verificaram restricdes na transpiracio cerca de 82% nas plantas
estressadas (variando de 0,79 a 1,69 mmol.m’z.s'l). Esse fato foi constatado por Nogueira e
Silva (2002) em que as redugdes nas taxas de transpiracdo da Schinopsis brasiliensis Engl.
(baratina) foram devidas ao prolongamento do estresse em 20 dias de tratamento. As mesmas
autoras observaram que os estdmatos das plantas sob estresse severo fecharam aos 14 e 20
dias de tratamento, em que a transpiracdo era de 0,56 mmol.m?2s? e 0,50 mmol.m’z.s'l,
respectivamente.

Silva et al. (2009a) ao estudar as trocas gasosas de gendtipos de Spondias tuberosa
Arruda (umbu) sob deficiéncia hidrica, constataram que houve redugdo da transpiracdo em
todos os gendtipos sob estresse, sendo mais pronunciado no genétipo BGU 68 que se mostrou
mais sensivel, fechando os estomatos apenas com 5 dias de auséncia de dgua em relacdo aos
demais que fecharam os estomatos a partir de 7 dias. De forma inversa a transpiragdo,
Nogueira et al. (1998a) observaram que a resisténcia difusiva aumentou, promovendo uma
elevacdo da temperatura da folha em torno de 26°C.

O efeito do prolongamento do déficit hidrico e a sua magnitude podem interferir no
decréscimo ou até mesmo na inibi¢@o da sintese das clorofilas a e b, os quais fazem parte do
sistema fotossintético. Sendo que essa inibicdo pode ocorrer ou nao, pois vai depender da
resposta de cada espécie (CHERNYAD’EYV, 2005).

Como os carotendides sdo pigmentos acessorios que apresentam fungdes de absorcdo
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de energia luminosa em diferentes comprimentos de onda da clorofila a, os quais
transformam e transferem-na para os centros de reagdes dos fotossistemas I e II. Além disso,
eles também protegem os fétos sistemas I e II contra os danos causados pela luz excessiva e
pela a¢@o do oxigénio - fotooxidagdo (CHERNYAD’EV, 2005; CSEKE et al., 2006).

Esse uso de mecanismo por alto potencial hidrico acarreta o decréscimo da taxa
fotossintética em plantas sob déficit hidrico que pode ser atribuido as limitacdes estomadticas e
ndo estomaticas. A limitacdo fotossintética estomadtica pode ser considerada pela reducido da
eficiéncia de carboxilacdo, uma vez que diminui a regeneracdo da ribulose — 1,5 bifosfato
(RUBP), ocasionando redugdo funcional da rubisco (ZLATEV; YORDANOV, 2004). E a
limitacdo ndo estomdtica se dd pela diminui¢do do potencial hidrico foliar e do conteido
relativo de dgua.

Outro parametro que ajuda a manter o status hidrico é o potencial hidrico foliar que
descreve o estado energético da dgua no interior da planta, cujo gradiente vai depender do
fluxo no sistema solo-planta-atmosfera, o qual varia ao longo do dia por ser muito sensivel
(SERGONCI et al., 2000). Segundo Boyer et al. (2008) o contetido relativo de dgua (CRA)
estd relacionado com o status hidricos da planta, principalmente com a condi¢@o de turgidez
da célula.

Quando os tecidos vegetais estdo bem hidratados o TRA varia de 85 a 95%. No
entanto, quando a desidratacdo atinge os 50% ¢é caracterizado como o ponto critico, letal a
planta, sendo que algumas plantas xerdfitas podem chegar a esse ponto critico, sem provocar a
morte da mesma (PARDO, 2010). Quando a planta estd submetida a déficit hidrico, o
potencial da dgua da folha diminui, levando a desidratacdo dos tecidos e ao fechamento
estomatico para reduzir a perda de dgua pela transpiracdo (PIMENTEL, 2004; NOGUEIRA et
al., 2005).

Diversos autores tém observado essa reducdo no potencial hidrico foliar em plantas
submetidas a déficit hidrico (NOGUEIRA et al., 1998a; NOGUEIRA et al., 1998b;
NOGUEIRA; BARBOSA, 2000; NOGUEIRA; SILVA JUNIOR, 2001; NOGUEIRA et al.,
2001; SILVA et al., 2003, GOMES et al.,, 2004; GINDABA et al., 2005; VILLAGRA;
CAVAGNARO, 2006; TROVAO, 2007; GALMES et al., 2007; KULKARNI et al., 2010).

A reducdo do potencial hidrico foliar também pode ocorrer devido ao acimulo de
solutos compativeis que contribuem para o ajustamento osmotico da planta, uma vez que

toleram a desidratagdo severa e mantém ativos os processos metabodlicos (LARCHER, 2004).
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O ajustamento osmético é um mecanismo fisiolégico de grande importincia para a
manutengdo da turgescéncia da célula (LIMA FILHO et al., 1992). Esta manutencio permite a
continuidade dos processos de crescimento, expansdo, divisdo celular e fotossintese
(SANTOS; CARLESSO, 1998). Para a planta dispor desses beneficios em situacdo de seca,
suas células terdo que passar por mudangas metabdlicas para se ajustarem osmoticamente,
acumulando concentragdes considerdveis de solutos, como agucares, dcidos organicos,
aminodacidos e fons no vactolo para diminuir o potencial hidrico e, por conseguinte, manter a
turgescéncia celular NEPOMUCENO et al., 2001).

Segundo Pimentel (2005) em situacdo de déficit severo, as plantas tendem a reduzir a
fotossintese, diminuindo assim o contetido de amido da célula e aumentando os agtcares
soliveis, que participam da ativacdo das respostas das plantas frente a indisponibilidade
hidrica, participando do ajustamento osmotico. Esses acucares soliiveis, ou seja, o0s
carboidratos sofrem hidrélise transformando-se em glicose, frutose e sacarose, que participam
como osmorreguladores, proporcionando a diminui¢cdo do potencial hidrico foliar (CAIRO,
1995), participando também como agentes protetores contra a desidratagdo celular
(NEPOMUCENQO et al., 2001).

Outro composto que pode ser considerado como um indicador de tolerdncia a seca nas
plantas € a prolina livre JHARNA et al., 2001). O aumento desse osmossoluto freqiientemente
¢ correlacionado com a redug@o do potencial hidrico foliar e com a resisténcia a difusdo de
vapor de dgua (NOGUEIRA et al., 2001). Para Pérez-Pérez et al. (2009) muitas plantas
respondem ao déficit hidrico com o acimulo de prolina.

Muitos estudos tém constatado que a prolina desempenha um papel importante como
agente osmorregulador (CAIRO, 1995; SILVA, 2002). A elevagdo no nivel desse aminodcido
tem sido sugerida como uma protecdo da planta frente a seca, para diminuir o potencial
hidrico foliar, proteger as estruturas, as enzimas e tecidos das células, uma vez que € um
osmorregulador originado de compostos nitrogenados. A acumulagdo de prolina livre em
folhas sob condi¢des de falta d’4dgua tem funcdo osmoprotetora e como composto de estoque
de carbono e nitrogénio durante o déficit hidrico (SARKER et al., 2005), além de atuar como
anti-oxidante (SIRCELJ et al., 2005). A prolina tem sido mostrada para funcionar como uma
molécula chaperona com habilidade para proteger a integridade das proteinas e de melhorar as
atividades de diferentes enzimas (SZABADOS; SAVOURE, 2009).

O metabolismo das proteinas nas plantas em situagdo de déficit hidrico é rapidamente
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limitado, podendo muitas vezes comprometer a sintese protéica, a qual vem prejudicar a

divisdo celular, mesmo se o estresse for moderado (LARCHER, 2004). Além disso, o déficit
hidrico pode acarretar a degradagdo de proteinas, aumentando o teor de aminoacidos livres no
tecido (PIMENTEL, 2004). Larcher (2004) afirma que quando a planta esti sob déficit
hidrico, a sintese de proteina € cessada, havendo degradacio da mesma. Entretanto,
Chernyad’ev (2005) relata que pode haver aumento no teor de proteinas em plantas

submetidas a estresse hidrico.

2.4. Efeitos da sazonalidade nas relacdoes hidricas, densidade estomatica e composi¢cao
quimica da cera epicuticular em folhas de individuos adultos de Ziziphus joazeiro Mart.

Em diversas partes da Terra, tanto a ocorréncia quanto a distribui¢do de plantas que
compdem a cobertura vegetal sdo controladas pela temperatura e pela dgua. A temperatura
favorece o crescimento do vegetal, diante da distribui¢do e quantidade de chuvas, ja a dgua
mantém o balago hidrolégico e a temperatura amena da terra, além isso, ela atua dando
estabilidade aos processos fisioldgicos e do balanco hidrico da planta (KRAMER; BOYER,
1995; LARCHER, 2004).

As plantas que habitam ambientes dridos e semi-dridos estdo constantemente sofrendo
injurias dos tipos bidticos e abidticos, sendo que estes sdo mais pronunciados por causa da
periodicidade sazonal do clima (verdo e inverno), pela variacdo da radiacdo, da duragdo do
dia, pelas mudangas constantes de temperatura e da quantidade de precipitacdo que ocorrem
ao longo do ano (LARCHER, 2004).

Plantas anisoidricas que habitam regides dridas sdo relativamente mais tolerantes a
seca, embora seu sistema hidraulico de vasos seja um tanto fragil, pelo motivo dessas plantas
optarem, durante o periodo seco, pelo estreitamento hidrdulico dos vasos para que a aliquota
d’4gua seja impulsionada pela tensdo com facilidade até os estdmatos, pois com isso faz
perder menos dgua para o meio ambiente (McDOWELL et al., 2008).

Plantas que apresentam desidratagdo das suas folhas por causa do déficit hidrico
enfrentam o estresse, mantendo as trocas gasosas € O crescimento por meio de mecanismos
como o teor relativo de dgua e do potencial hidrico a niveis muito baixos evitando a perda
excessiva de 4gua (CALCERRADA et al., 2010)

Trovao et al. (2004) ao realizarem medidas de potencial hidrico foliar em cinco

espécies da caatinga, no periodo seco, constataram também que o potencial hidrico tornou-se
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mais negativo na planta Bumelia sartorum Mart. (quixabeira) seguida da Schinopsis
brasiliensis Engl. (Baraina) Além do mais, a espécie que se destacou dentre as dez espécies
estudadas com o maior acimulo de prolina nas folhas foi a Caesalpinia pyramidalis Tul.
(catingueira).

Trovao et al. (2007) avaliando o potencial hidrico caulinar de onze plantas da caatinga
nas estacdes chuvosa e seca, verificaram que na estagdo seca todas as plantas apresentam
potenciais hidricos mais negativos do que na outra estagdo. E o que mais chamou a atencio
dos autores foi que a Myracrodruon urundeuva Allemdo (aroeira do sertdo) se destacou das
demais espécies por manter o seu potencial hidrico sempre menos negativo nas duas estacdes
climaticas (em torno de -0,3 MPa) do que as Bumelia sartorum Mart. (quixabeira) e a
Maytenus rigida Mart. (bom nome) que tiveram potenciais negativos, em média de -2,2 MPa,
na estacao chuvosa e seca, respectivamente.

A seca também provoca modificagdes estruturais, anatdmicas e morfoldgicas para
evitar a perda de 4dgua, as quais vao refletir na fisiologia das plantas, limitando a transpiragao
(KUDREY, 1994). Essas modificacdes anatomicas das folhas associadas a desidratagcdo pelo
déficit hidrico tém sido observadas por diversos pesquisadores (SAM et al., 2000;
BURROWS, 2001; GRISAFI et al., 2004; LIU et al., 2007).

Para Angelocci (2002) a densidade estomdtica e o grau de abertura dos estomatos
apresentam certa influéncia no controle da condutincia estomatica a difusdo de vapor, assim
como o déficit de pressdo de vapor, a umidade relativa e a temperatura do ar estdo também
envolvidos no controle desses estdmatos. A alta densidade estomadtica é usualmente relatada
por uma elevada habilidade e mais eficiente responsdveis para alguma mudanca ambiental,
bem como pelo intenso controle das trocas gasosas (GHANNOUM, 2009).

Para Larcher (2004) plantas que crescem sob condicdes de indisponibilidade hidrica
apresentam estOmatos muito pequenos e numerosos, com alta densidade estomdtica, o que
promove a reducdo da transpiracio apresentando uma maior regulacdo dos estdmatos.

Além disso, segundo Kudrev (1994) o aumento nas quantidades de pélos, na espessura
da cuticula e na camada de ceras nas folhas, também s@o estratégias que limitam a
transpiracdo. Segundo Kramer e Boyer (1995) as folhas sdo gradualmente modificadas pelos
fatores ambientais, diminuindo a sua 4rea foliar e tornando a sua cuticula mais espessa. Prisco
(1986) relata ainda que a presenca de pélos e ceras na superficie das folhas, em espécies

xerdfitas sdo adaptagdes para reduzir o didmetro do poro estomdtico e controlar a passagem de
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dgua com maior eficiéncia.

De acordo com Shepherd e Griffiths (2006) plantas adaptadas a ambientes &ridos,
normalmente encontram-se uma espessura maior de cera do que nas plantas que habitam em
ambientes mais imidos, mas isso ¢ muito relativo, pois outros estresses, ndo sé a seca podem
interferir na espessura da cera epicuticular.

A cuticula é um biopolimero de cutina, cutano e lipideos ou ciclicos de polaridade
baixa presente na superficie aérea das plantas. A camada mais externa da cuticula que estd em
contato com o ambiente é representada pelas ceras epicuticulares. A fung@o primordial das
ceras epicuticulares é diminuir a perda de 4gua em demasia pela transpiragdo (OLIVEIRA,
2005), ajudando assim as folhas a reterem mais dgua (SAMDUR et al., 2003).

Segundo Santillan et al. (2001), as altas concentracdes de ceras aumentam a resisténcia
das plantas ao déficit hidrico, por causa da redugfo na temperatura foliar e também da redugdo
da perda d’dgua das folhas. Além disso, as ceras também protegem os vegetais contra a
radiacdo direta, aclimatam as plantas em situacdes de resfriamento, sdo uma barreira protetora
que dificulta a acdo de microrganismos patogé€nicos e de insetos herbivoros; todavia, a sua
morfologia ou composicdo vai variar entre as espécies ou culturas, podendo ainda, serem
afetadas pela idade da planta ou pelos fatores ambientais, como a temperatura, a umidade e os
periodos de irradiacdo (LIAKOPOULOS et al., 2001; OLIVEIRA, 2005).

As ceras s@o produtos resultantes do metabolismo primdrio das plantas que
quimicamente sdo constituidas por substancias lipofilicas de peso molecular de 200 a 700
unidades de massa atdmica (CASTRO et al., 2005), alifaticas, de cadeias longas, como os
hidrocarbonetos freqiientemente encontrados na forma de n-alcanos. Além de n-alcanos as
ceras possuem uma mistura complexa de ésteres, acidos graxos livres, dlcoois primarios e
secunddrios de cadeia longa (de 10 a 30 &atomos de carbono), cetonas, P-dicetonas,
hidroxicetonas e os aldeidos. As substincias de natureza ciclica sdo mais comuns nas ceras
que contém os triterpendides e raramente flavondides e hidrocarbonetos aromaticos
(OLIVEIRA, 2005).

Os hidrocarbonetos (n-alcanos) sdo encontrados nas ceras cuticulares das folhas,
exemplos tipicos sdo 0s n-nanocosano e o hentriacontano que apresentam carbonos impares,
pois sdo derivados dos dcidos graxos que possuem carbonos pares.

De acordo com Oliveira et al. (2003) quanto maior for a propor¢do de n-alcanos na

z

cera, menor € a perda de dgua pela cuticula. Isso foi constatado pelos autores na cera
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epicuticular das folhas de Ziziphus joazeiro Mart. que apresentou uma quantidade 78,6% de

n-alcanos, a qual interferiu na diminui¢@o da perda de dgua pela cera.
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4. APRESENTACAO

O titulo da presente pesquisa foi instituido com base na escassez de trabalhos da
literatura que relacionam as repostas fisiologias e bioquimicas do Ziziphus joazeiro Mart sob
deficiéncia hidrica. Além disso, o Z. joazeiro é uma espécie nativa da Caatinga, que sobrevive
em ambiente drido e também apresenta importincia medicinal e econdmica para as regides
desse bioma, o qual € exclusivamente brasileiro e vem sendo degradado pela acdo humana.

Com a formulacdo desse titulo a partir da problemdtica da referida espécie e os
objetivos elaborados, que quatro importantes trabalhos com déficit hidrico foram originados.
Os trés primeiros trabalhos foram desenvolvidos em casa de vegetacdo com plantas jovens e o
quarto trabalho estudado em campo com plantas adultas de Z. joazeiro. O primeiro
experimento abordou a resposta das plantas no crescimento, pigmentos fotossintéticos e
solutos compativeis em que essas plantas foram submetidas a diferentes capacidades de dgua
no pote (80%, 40% e 20% CP). No segundo trabalho, as plantas jovens de juazeiro foram
submetidas a niveis decrescentes de potencial osmético (0,0 MPa, -0,2 MPa, -0,4 MPa e -0,6
MPa) o que apresentaram respostas de mecanismos de tolerdncia a seca. J4 no terceiro
trabalho as plantas jovens foram submetidas a desidratacdo e reidratacdo surpreendendo os
aspectos fotossintéticos, de relacdes hidricas e bioquimicas.

E por fim, a quarta e tdltima pesquisa foi conduzida durante trés anos consecutivos
(2008, 2009 e 2010), nas estagdes secas e chuvosas que foram avaliadas as relagdes hidricas, a
composi¢do de n-alcanos da cuticula e a bioquimica de folhas de plantas adultas de Z.

joazeiro.
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Estudo do déficit hidrico por supressao de agua em mudas de Ziziphus

Jjoazeiro Mart. cultivadas em casa de vegetacao
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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a matéria seca, alocacdo de biomassa, drea
foliar, pigmentos fotossintéticos e solutos organicos em mudas de Ziziphus joazeiro Mart. sob
déficit hidrico. O presente trabalho foi desenvolvido em casa de vegetacdo, do Laboratério de
Fisiologia Vegetal, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, no periodo de novembro de
2007 a marco de 2008. As mudas propagadas sexuadamente foram transferidas para vasos de
polietileno contendo 5 kg de terrico vegetal, onde passaram 20 dias para proceder a
diferenciacdo dos tratamentos. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com
arranjo fatorial duplo (3x2), correspondendo a trés tratamentos hidricos [80% CP (capacidade
de pote), 40% CP e 20% CP] com duas épocas de avaliacdo e quatro repeti¢des. No final de
cada época de avaliagdo foram determinados os solutos orgénicos (carboidratos soldveis,
prolinas livres, proteinas soliveis e aminodcidos livres), teores de clorofilas a e b,
carotendides e razdo das clorofilas clo,/clo, , o potencial hidrico foliar, teor relativo de dgua,
bem como a 4rea foliar total, especifica e razio da area foliar, a matéria seca, a alocagdo de
biomassa e a razdo raiz parte aérea. O déficit hidrico induziu maior acimulo de carboidratos,
proteinas e aminoacidos nas folhas de juazeiro. Em fase inicial do desenvolvimento em
plantas de juazeiro, o déficit hidrico induz aumento na translocacdo de assimilados para o
sistema radicular, acimulo de acticares, proteinas e aminoacidos soliveis nas folhas, para

contribuir na manutencdo do status hidrico da planta.

Palavras—chave: Juazeiro, potencial hidrico, teor relativo de &4gua, solutos organicos,

pigmentos fotossintéticos, matéria seca e alocag@o de biomassa.
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Study of drought for water suppression in seedlings of Ziziphus joazeiro

Mart. grown in a greenhouse

Abstract

The aim of this study was to evaluate the dry, biomass allocation, leaf area, photosynthetic
pigments and organic solutes in seedlings of Ziziphus joazeiro Mart. under drought. This
study was conducted in a greenhouse of the Laboratory of Plant Physiology, Federal Rural
University of Pernambuco, in the period from November 2007 to March 2008. Seedlings
propagated sexually were transferred to pots containing 5 polyethylene kg of soil, where they
spent 20 days to make the distinction between the treatments. The experimental design was
randomized blocks with double factorial (3x2), corresponding to three water treatments
[80% CP (pot capacity), 40% CP and 20% CP] with two evaluation periods and four
replications. After each evaluation time were determined organic solutes (soluble
carbohydrates, free proline, soluble proteins and free amino acids), chlorophyll contents a
and b, carotenoids, chlorophylls chlo,/chlo, ratio, leaf water potential, relative water content
and the area total leaf, specific leaf area ratio, dry matter, biomass allocation and root shoot
ratio. The water deficit induced a greater accumulation of carbohydrates, proteins and amino
acids in leaves of jujube. In early development stage of jujube plants, water deficit induces
an increase in translocation of assimilates to the root system, accumulation of sugars,
proteins and soluble amino acids in leaves, contributing to the maintenance of plant water

status.

Keywords: Jujube, water potential, relative water content, organic solutes, photosynthetic

pigments, dry matter and biomass allocation
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4.1.1 Introducio

A seca nao s6 prejudica gradualmente o crescimento, como também altera todas as
reacdes fisiologicas e bioquimicas da planta. A deficiéncia hidrica reduz a drea foliar e o
acimulo de biomassa na planta, devido a diminuicdo da assimilacdo de CO, por causa do
fechamento dos estdmatos para assim, manter os status hidricos da planta (SEKI et al., 2007;
TARDIEU; TUBEROSA, 2010).

Plantas que utilizam mecanismos de tolerancia a seca geralmente acimulam solutos
organicos como carboidratos, prolina, aminoacidos e proteinas. O aumento da concentragcdo de
carboidratos, um dos solutos que atuam como osmoprotetor que normalmente ¢ aumantado
(SIRCELJ et al., 2005).

A prolina é um aminodcido que estd correlacionado com a tolerancia das plantas ao
déficit hidrico. Esse soluto organico tem a fun¢io de proteger a integridade das proteinas, bem
como atividade das enzimas para que as reagOes metabdlicas ocorram mesmo durante o
periodo em que as plantas estdo sofrendo deficiéncia hidrica (SZABADOS; SAVOURE,
2009).

A regido do Nordeste do Brasil € caracterizada climaticamente pelas irregularidades de
chuvas, com baixa pluviosidade, altas temperaturas e elevada irradiancia que resulta em
simultineas secas severas para a vegetacdo semidrida existente. O juazeiro € uma arvore
xerofita que cresce naturalmente em toda vegetacio da Caatinga, no semidrido do Nordeste do
Brasil (Ziziphus joazeiro Mart.) (LORENZI, 2008). Pertencente a familia Rhamnaceae é
conhecida popularmente de jud e/ou juazeiro pela regido onde habita. A populacdo local a
conhece como uma planta medicinal, pois é recomendada para tratamentos de doencas como
bronquite e micose. Além disso, a sua casca, por apresentar-se rica em saponina, ¢ muito
usada pela comunidade local como dentifricio e também pela inddstria farmacéutica na
producdo de xampus e creme dental. Outro aspecto dessa planta é que durante a estagdo seca
permanece com suas folhas, as quais servem de alimento para o rebanho caprino e sombra
para o gado (CARVALHO, 2007; LORENZI, 2008). Embora apresente importincias
econdmicas e coldgicas, essa espécie é pouco conhecida na litreratura quanto ao seu
comportamento fisiolégico e bioquimico em situacio de deficiéncia hidrica em fase de muda,
principalmente, da sua habilidade em tolerar a seca, uma vez que permanece sempre com
folhas durante o periodo seco. Devido a isso que o objetivo do trabalho foi de estudar o efeito

do déficit hidrico nas relacdes hidricas, solutos organicos, pigmentos fotossintéticos, drea
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foliar, a matéria seca e na alocacio de biomassa de plantas jovens de Ziziphus joazeiro Mart.

4.1.2 Material e métodos

A pesquisa foi conduzida em casa de vegetacdo, do Laboratério de Fisiologia Vegetal,
pertencente ao Departamento de Biologia, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, no
periodo de 20 de novembro de 2007 a 23 de marco de 2008.

As mudas foram obtidas por meio de propagacdo sexuada. As unidades dispersoras
(endocarpos) foram extraidas de frutos coletados de arvores matrizes na cidade de Garanhuns-
PE. (Coordenadas 8° 53’ 25” Sul e 36° 29' 34" Qeste), a 900 m de altura, com temperatura
média anual de 20,7 °C, a uma distancia de 230 km do Recife.

Os endocarpos passaram por uma quebra de dorméncia quimica com dcido sulfdrico
puro por 30 e 60 minutos de acordo com a metodologia de Alves et al. (2006). Posteriormente
os endocarpos foram lavados para retirar o excesso do 4cido, secos a sombra e em seguida
semeados em bandejas com capacidade de 17L, contendo areia lavada. Apds a germinagao,
quando as plantulas atingiram em média trés pares de folhas, foram transferidas para vasos de
polietileno contendo Skg de terrico vegetal.

A capacidade de pote do vaso foi realizada segundo a metodologia de Souza et al.
(2000), com pequena modificacio (dgua adicionada pela superficie do substrato no vaso). Para
tanto, foram utilizados trés vasos contendo 5 kg de substrato seco ao ar e o conteido de dgua
foi adotado como a quantidade de dgua retida no solo apds sofrer saturagdo e conseqiiente
acdo da gravidade até o cessamento da drenagem.

As plantas ficaram aclimatadas por 20 dias e os recipientes foram mantidos na
capacidade de pote (100% CP). As superficies dos vasos foram cobertas com plastico branco
opaco, no intuito de evitar a perda da dgua por evaporacdo do substrato, para que os niveis de
dgua fossem mantidos. A dgua perdida por transpiracdo foi reposta diariamente através da
pesagem dos vasos, de acordo com cada nivel de dgua, utilizando uma balanca de marca
Filizola com capacidade para 10 kg. Apds esse periodo procedeu-se a diferenciacdo dos
tratamentos hidricos. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com arranjo
fatorial duplo (3x2), correspondendo a trés tratamentos hidricos [80% da CP (capacidade de
pote), 40% da CP e 20% da CP] e duas épocas de avaliacdo com quatro repeticoes.

Durante o periodo experimental, a temperatura do ar (Tar), a umidade relativa do ar
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(UR) e o déficit de pressdo de vapor (DPV) no interior da casa de vegetacdo variaram em
média de 30,4° C a 31,2 °C para o ano de 2007 e de 30,3 °C a 38 °C para o ano de 2008, de
37% a 53,4% para o anos de 2007 e de 35% a 61,5% para o ano de 2008 e de 2,0 kPa a 4,0
kPa para o ano de 2007 e de 1,66 a 4,27 kPa para o ano de 2008, respectivamente (Tabela 1).
A determinagdo dos teores de pigmentos fotossintéticos como as clorofilas a e b e
carotendides foi realizada a partir da maceracdo de 100 mg de matéria fresca de folhas em um
almofariz, contendo 10 mL de dlcool a 95% e, em seguida, a amostra foi centrifugada e as
leituras dos teores de clorofilas a € b, bem como dos carotendides foram realizadas nos
respectivos comprimentos de onda de 664 nm, 649 nm e 470 nm, segundo o método de
Lichtenthaler ¢ Buschmann (2001). Os valores das leituras foram substituidos nas férmulas

descritas abaixo e a unidade foi expressa em miligrama por grama de folha fresca (mg. g'lMF).

Clorofila a (ug/ml) = 13,36 A664— 5,19 A649
Clorofila b (ug/ml) = 27,43 A649 — 8,12 A664
Carotenoides (x+c) (ug/ml) = (1000 A470 — 2,13 Clo a — 97,64 Clo b)/ 209

Para as andlises bioquimicas foram utilizadas folhas completamente expandidas,
localizadas no ter¢co médio superior da planta. Pesou-se 1g de matéria fresca do limbo da
folha, sem nervura, e macerou em almofariz com 5 mL de solucdo tampao fosfato de potassio
100 mM, pH 7,0 contendo EDTA a 0,1 mM. A amostra macerada foi filtrada com um tecido
de musselina e centrifugada a 19975 x g por 20 min, em centrifuga refrigerada para eppendorf.
O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi utilizado como extrato para as andlises dos
teores de carboidratos soliveis, prolina livre, proteinas soliveis e aminoacidos livres totais.

Os carboidratos soldveis foram determinados a 490 nm, pelo método de fenol-dcido
sulfirico (DUBOIS et al., 1956) utilizando-se D-(+)-glucose como padrao. A concentragcdo de
prolina livre foi determinada a 520 nm, pelo método da ninhidrina e 4cido fosférico (BATES,
1973), utilizando-se a prolina como padrdo. A determinagdo de proteina solivel foi realizada a
595 nm, pelo método da ligacdo ao corante coomassie brilliant blue (BRADFORD, 1976),
utilizando-se albumina sérica bovina como padrdo. Os aminodcidos foram analisados a 570
nm, pelo método de ninhidrina (YEMM; COCKING, 1955), utilizando-se glicina como

padrdo.
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Tabela 1. Valores médios, maximos e minimos da temperatura do ar (Tar), umidade relativa
do ar (UR) e déficit de pressdo de vapor (DPV) durante o periodo experimental de dezembro

de 2007 a marg¢o de 2008, em casa de vegetacgao.

O potencial hidrico foliar (¥,,) foi avaliado ao meio dia, utilizando-se folhas

Parametros Dezembro de 2007
matematicos Tar (°C) UR (%) DPV (kPa)
Média 33,75 45,31 2,94
Miéximo 37,20 53,43 4,02
Minimo 30,36 37,0 2,02
" Ano 2008
Parametros .
matematicos Janeiro
Tar (°C) UR (%) DPV (kPa)
Média 33,00 52,76 2,40
Miximo 35,96 61,50 3,37
Minimo 30,3 43,12 1,66
Parametros Fevereiro
matematicos Tar (°C) UR (%) DPV (kPa)
Média 34,59 44,70 3,11
Miximo 37,92 52,70 4,21
Minimo 31,30 36,1 2,16
Parametros Marc¢o
matematicos Tar (°C) UR (%) DPV (kPa)
Média 35,40 42,13 3,38
Miximo 38,00 51,00 4,27
Minimo 32,16 35,00 2,36

completamente expandidas, localizadas no terco médio superior das plantas, as quais foram
envolvidas em filme plastico (PVC), destacadas e colocadas em recipiente de isolante térmico
devidamente refrigerado e este foi levado ao Laboratério de Fisiologia Vegetal para
determinar o potencial hidrico foliar, utilizando-se a Camara de Pressdo de Scholander modelo
3035 da “Soil Moisture Equipement Corp”, Santa Barbara, Califérnia-EUA (SCHOLANDER
et al., 1965).

A determinacdo do teor relativo de dgua (TRA) foi realizada a partir da pesagem da
massa fresca de folhas (MFF) coletadas as 12h (meio dia), as quais ficaram acondicionadas
em placas de petri, sob imersdo a 10 mL de dgua destilada e levadas para o refrigerador, onde
passaram 24 horas no escuro a 4 °C. Apés esse periodo, as folhas foram submetidas a uma
nova pesagem para a obtencdo do peso da massa tirgida (MTF) e foram acondicionadas em
sacos de papel, e estes conduzidos a estufa de circulagdo de ar forgada a 70 °C. Por fim,

quando atingiram peso constante, as folhas foram novamente pesadas para obtencdo do peso
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da massa seca (MSF) e os valores obtidos foram substituidos na férmula TRA= [(MFF —
MSF)/(MTF - MSF)] x 100 descrita pela metodologia de Weatherley (1950).

A érea foliar foi determinada de acordo com a metodologia de Mielke et al. (1995),
apresentando pequena modificacdo. Foram retirados de uma unica planta trés discos de 1 cm
de folha, correspondentes as partes da plantula (apical, mediana e basal). Essas amostras
frescas foram pesadas e colocadas na estufa circulagido de ar forcada a 70 °C, até atingirem
peso constante. Estando secas, elas foram novamente pesadas para obter os dados secos dos
discos que foram calculados por uma regra de trés juntamente com os dados da matéria seca
das folhas para estimar a drea foliar total, a drea folir especifica e a razdo da érea foliar.

No final do experimento, as plantas foram separadas em folhas, caules e raizes, e estes
orgios acondicionados em sacos de papel foram levados a estufa de circulagdo de ar forcada a
70 °C, até atingirem peso constante. Os 6rgaos, estando ja secos, foram pesados com auxilio
uma balanga analitica com duas casas decimais da marca Kratos — CAS, modelo ELB 300
para obter o peso da matéria seca das folhas (MSF), dos caules (MSC), das raizes (MSR) e a
matéria seca total (MST). Os dados adquiridos da matéria seca dos orgdos das plantas foram
utilizados para calcular a alocacdo de biomassa para as folhas (ABF), caules (ABC) e raizes
(ABR) e a relacdo raiz parte aérea (R/Pa) segundo Benincasa (2003).

Os dados foram tratados pela andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, com auxilio do programa Assistat versao

7.5.

4.1.2 Resultados e discussao

Os niveis de estresse aplicados induziram um maior acimulo de carboidratos soliveis
nas folhas, sendo mais pronunciado nas plantas sob 20% da CP, com aumentos de 87% em
relacdo as plantas controle aos 15 DAD e de 34,4% aos 30 DAD. (Tabela 2).

O mesmo ocorreu com os teores de proteinas e aminodcidos. As plantas estressadas
aumentaram significativamente os teores de proteinas, com um incremento na ordem de 205 e
150% aos 15 DAD e de 92% e 163,5% aos 30 DAD para as plantas sob 40% da CP e 20% da
CP, respectivamente.

Para os aminoécidos soliveis, apenas ap6s 30 DAD foi observado um aumento

significativo nas plantas do tratamento 20% da CP em relacdo aos demais tratamentos (Tabela
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2).

Com a redugdo da disponibilidade hidrica do solo, o processo de osmorregulagdo é
logo ativado para promover a sintese de substincias nitrogenadas e a conversdo de amido a
carboidratos soluveis, que sdo substancias de baixo peso molecular, as quais vdo se acumular
nos compartimentos das células, ajudando a diminuir o potencial osmético das células para
facilitar o influxo de 4gua pela planta (LARCHER, 2004).

O teor de carboidratos foi 47% e 26% maior nas plantas sob 20% da CP aos 15 e 30
DAD, respectivamente, quando comparadas com as de 80% da CP (Tabela 2).

Os teores de prolina livre reduziram significativamente com a redugdo da
disponibilidade de 4dgua no solo (20% da CP) aos 15 DAD, aproximadamente 64% quando
comparadas com as de 80% da CP (Tabela 2). No entanto, ap6s 30 DAD, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos.

A concentracdo de proteinas nas folhas foi superior em relacdo a todos os solutos
organicos estudados e em todos os tratamentos. Ndo houve diferenga significativa entre as
épocas de avaliagdo, nem entre os tratamentos de estresse (40% da CP e 20% da CP),
diferindo estas apenas das plantas controles (80% da CP) (Tabela 2).

Ao considerar cada época de avaliacio, foi verificado que aos 15 DAD, as plantas do
tratamento de 20% da CP diminuiram o teor de aminoédcidos em 23,5% e 33,7% para as
controles e 40% da CP, respectivamente. Em 30 dias de déficit hidrico houve acumulagdo de
56% e 12% de AA para os tratamentos de 20% da CP e 40% da CP, respectivamente, em
relacdo as controles (Tabela 2).

Aos 30 DAD, as plantas submetidas de todos os tratamentos apresentaram um aumento
considerdvel na concentrag@o da clorofila a de 48%, 51% e 59%, em relagdo aos 15 DAD para
os tratamentos 80, 40 e 20% da CP, respectivamente (Tabela 3). Porém, dentro de cada época
os tratamentos ndo apresentaram diferencas entre si, cujas variacdes médias foram de 0,74
mg.g’1 MF a 0,78 mg.g’1 MF para os 15DAD e de 1,45 mg.g’1 MF a 1,92 mg.g'1 MF para os
30 DAD (Tabela 3).

Na clorofila b, as plantas sob 80%, 40% e 20% da CP apresentaram aumento de 39%,
43% e 57%, respectivamente, aos 30 DAD em relacdo aos 15 DAD (Tabela 3). Confrontando
os tratamentos dentro de cada época, foi verificado que aos 15 DAD nido houve diferenca entre
as plantas submetidas a 80%, 40% e 20% da CP. Sendo que para a época de 30 DAD houve
diferencas com aumento significativo de 32% no teor da clorofila b das plantas de 20% da CP

em relacdo ao teor das plantas de 80% da CP (Tabela 3).
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Os teores de carotendides das plantas sob 80%, 40% e 20% da CP aumentaram em
48%, 53% e 52%, respectivamente, de 15 DAD a 30 DAD (Tabela 3). No entanto, esse
aumento ndo foi significativo entre os tratamentos de 80%, 40% e 20% da CP nas épocas de

avaliacdo (Tabela 3).

Tabela 2 — Teores de carboidratos soliveis, prolina livre, proteina livre e aminoacidos livres
em folhas de plantas jovens de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) submetidas a diferentes
regimes hidricos (controle) 80%, 40% e 20% da capacidade de pote (CP), aos 15 e 30 dias

apds a diferenciacdo dos tratamentos (DAD), em casa de vegetagdo.

Tratamentos hidricos Carboidlratos Proli{la Protfleinas Aminoélcidos
(% da CP) (umol.g” MF)  (umol.g™ MF) (ug.g” MF) (umol.g™ MF)
15 DAD
80% 57,62 bB 0,84 aA 1395, 07 bA 12,19 aA
40% 86,32 abA 1,17 aA 4256,04 aA 14,07 aA
20% 108,16 aB 0,30 bA 3493,67 aA 9,32 aB
30 DAD
80% 147,53 bA 0,80 aA 1583,81 bA 9,32 bA
40% 121,92 bA 0,73 aB 3041,05 aA 10,60 bA
20% 198,34 aA 0,47 aA 4174,45 aA 21,12 aA

Médias seguidas por letras iguais maitsculas para as épocas de avaliacdo e minusculas para os tratamentos, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

O tempo experimental e a intensidade dos tratamentos aplicados sobre as plantas de Z.
Jjoazeiro ndo afetaram significativamente o teor relativo de dgua (TRA), exceto as plantas sob
40% da CP que aos 30 DAD apresentaram uma leve queda no TRA de 7,3% em relacéo aos 15
DAD (Tabela 4). Aos 15 DAD os tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas,
cujos valores médios variaram de 84,03% a 85,89%. Ja aos 30 DAD, as plantas sob 40% da
CP apresentaram uma redu¢do minima de 5,3% e 1,4% em relacdo as plantas de 80% e 20%
da CP, respectivamente (Tabela 4).

Provavelmente, deva ter sido pelo acimulo de solutos de carboidratos, proteinas e
aminodacidos nas suas folhas ocorridos nas duas épocas (15 e 30 DAD) para que as suas
células pudessem ficar mais hidratadas (Tabela 2).

Com relacdo aos 15 DAD foi observada uma recuperacido de 66% do Ww das plantas
de todos os tratamentos as 4h (ante manhd) em relacdo as 12h (meio dia). No entanto, ao
relacionar os tratamentos dentro dos horérios, foi verificado que entre os horarios (12h e 4h) a

recuperacdo da hidratag@o nas plantas sob 80%, 40% e 20% da CP foi de 65%, 20% e 58%,
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respectivamente (Tabela 5).

Tabela 3. Teores de clorofila a, b, razdo das clorofilas a € b e carotendides em folhas de
plantas jovens de Ziziphus joazeiro Mart. submetidas a diferentes regimes hidricos (controle)
80%, 40% e 20% da capacidade de pote (CP), aos 15 e 30 dias apds a diferenciacdo dos

tratamentos (DAD), em casa de vegetagao.

Tratamentos Clorofila a (mg.g”’ MF)

(% da CP) 15 DAD 30 DAD
80% 0,75 aB 1,45 aA
40 % 0,75 aB 1,53 aA
20% 0,78 aB 1,92 aA

Clorofila b (mg.g” MF)
15 DAD 30 DAD
80% 0,47 aB 0,77 bA
40% 0,48 aB 0,84 abA
20% 0,49 aB 1,13 aA
Carotendéides (ug.g"' MF)
15 DAD 30 DAD
80% 65,62 aB 127,48 aA
40 % 67,16 aB 142,64 aA
20% 73,63 aB 153,94 aA
Razao das clorofilas a/b
15DAD 30 DAD
80% 1,61 aB 1,90 aA
40 % 1,60 aB 1,82 aA
20% 1,60 aA 1,71 aA

Médias seguidas por letras iguais maitisculas para as épocas de avaliagdo e minudsculas para os tratamentos, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Com relacdo aos 15 DAD foi observada uma recuperacido de 66% do Ww das plantas
de todos os tratamentos as 4h (ante manhd) em relacdo as 12h (meio dia). No entanto, ao
relacionar os tratamentos dentro dos horérios, foi verificado que entre os horarios (12h e 4h) a
recuperacdo da hidratagdo nas plantas sob 80%, 40% e 20% da CP foi de 65%, 20% e 58%,
respectivamente (Tabela 5).

De forma semelhante aos 15 DAD, nos 30 DAD a recuperacio foi a mesma
apresentando 58% para as plantas de 20% da CP, ja nas plantas sob 40% a hidratacdo ainda foi
53%, ou seja, um pouco maior quando comparada com a de 15 DAD (Tabela 5).

Nos 15 DAD, ao relacionar os tratamentos entre si diante de cada horario, foi

verificado que as 12h (meio dia) as plantas sob 40% e 20% da CP apresentaram Yw
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significativamente 19% e 20% mais negativos do que as plantas de 80% da CP. Todavia, ainda
que essas plantas dos tratamentos de 40 e 20% da CP apresentassem certa hidratacdo as 4h
(ante manhd), elas permaneciam em 33% e 34%, respectivamente, inferiores ao Ww das
plantas sob 80% da CP (Tabela 5). Nos 30 DAD, para o hordrio das 12 (meio dia) as plantas
sob 40% e 20% da CP apresentaram resultados semelhantes aos Wy, das 12 h de 15 DAD
(Tabela 5).

Tabela 4. Teor relativo de dgua (TRA) em folhas de plantas jovens de Ziziphus joazeiro Mart.
submetidas a diferentes regimes hidricos (controle) 80%, 40% e 20% da capacidade de pote

(CP), aos 15 e 30 dias ap6s a diferenciacio dos tratamentos (DAD), em casa de vegetagao.

Tratamentos TRA (%)

(% da CP) 15 DAD 30 DAD
80% 84,03 aA 84,11 aA
40% 85,89 aA 79,60 aB
20% 84, 89 aA 80,75 aA

Meédias seguidas por letras iguais maidsculas para as épocas de avaliagdo e mindsculas para os tratamentos, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A reducdo nos valores do WYw ao meio-dia (Tabela 5) pode estar relacionada ao
acumulo de solutos organicos, principalmente carboidratos nas folhas, como observado na
tabela 2 que favorece o influxo de dgua nas suas células e assim manutenc¢do da hidratagdo dos
tecidos, uma vez que o TRA nio foi reduzido neste horario (Tabela 5).

A érea foliar € um fator da produgdo de matéria seca muito importante, pois estd
relacionada com o uso da dgua pelas plantas e do seu potencial hidrico frente a severidade do
déficit hidrico (SANTOS; CARLESSO, 1998; SILVA; NOGUEIRA, 2003).

A drea foliar foi reduzida significativamente em todos os tratamentos de déficit hidrico
aos 15 dias, com maiores decréscimos nas plantas cultivadas sob 20% da CP e ap6s 30 DAD
apenas no tratamento mais severo (Tabela 6).

Segundo Xu e Zhou (2008) ha plantas que diminuem a 4rea foliar e o crescimento,
logo que sentem o efeito do déficit hidrico.

Silva e Nogueira (2003) também constataram que o déficit hidrico reduziu em 13% a
area foliar de quatro espécies lenhosas da Caatinga quando foram submetidas a 50% da CP.

Entre as épocas de avaliacdo foi observada aos 30 dias apds a diferenciacdo dos

tratamentos (DAD) uma reducfo significativa da AFT nas plantas de 80% da CP. Mas as
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plantas de 40% e 20% da CP ndo apresentaram diferenca entre as épocas de avaliagdo (Tabela

6).

Tabela 5. Potencial hidrico foliar (W) de plantas jovens de Ziziphus joazeiro Mart.
submetidas a diferentes regimes hidricos (controle) 80%, 40% e 20% da capacidade de pote

(CP), aos 15 e 30 dias ap0s a diferenciacéo dos tratamentos (DAD), em casa de vegetagao.

¥y (MPa)

i 15DAD 30 DAD
12h & 2h 4h
80% 201aB -069aA  -191aB  -078aA
40% -248bB  -103aA  -2,29bB  -1,06aA
20% -252bB -1,05aA  -3I8bB  -132aA

Meédias seguidas por letras iguais maidsculas para as épocas de avaliagdo e mindsculas para os tratamentos, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Ao relacionar os tratamentos dentro de cada época, observa-se que aos 15 DAD, a AFT
das plantas de 40% da CP e 20% da CP foi 2,4 vezes e 8 vezes, respectivamente, menor do
que a AFT das plantas de 80% da CP (Tabela 6). J4 na época de 30 DAD, apesar de ndo haver
diferenca estatistica entre os tratamentos de 40% e 20% da CP, e nem entre os tratamentos de
40 e 80% da CP, porém, as plantas de 20% da CP apresentaram 3 vezes menor a AFT quando
comparadas com a das plantas de 80% da CP (Tabela 6).

Rao et al. (2008) também observaram em seu estudo que & medida que prolongava o
déficit hidrico diminuia a 4drea foliar nas plantas de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit
(leucena).

Plantas que se desenvolvem sob condi¢des de deficiéncia hidrica geralmente
apresentam folhas pequenas e também uma menor drea foliar especifica (LARCHER, 2004).

A duragéo do déficit hidrico por um tempo maior fez com que as plantas submetidas a
80%, 40% e 20% da CP reduzissem a AFE em 66%, 62% e 34%, respectivamente (Tabela 6).
Dentro de cada época, observou-se que aos 15 DAD ndo apresentou diferenca estatistica entre
os tratamentos de 40% e 20% da CP, porém estes, quando comparados com as plantas de 80%
da CP houve diferencga apresentando uma diminui¢do de 32% e 50%, respectivamente (Tabela
6). Mas aos 30 DAD a AFE nao diferenciou estatisticamente entre os tratamentos (Tabela 6).

A RAF também foi afetada pela duracdo do déficit hidrico, e ao relacionar as duas épocas (15
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e 30 DAD), verificou-se que as plantas sob 80%, 40% e 20% da CP apresentaram redugdes
significativas de 78%, 67% e 39%, respectivamente (Tabela 6).

Plantas que utilizam menor drea foliar para produzir uma mesma quantidade de
matéria seca sob déficit hidrico apresentam maior eficiéncia foliar (NOGUEIRA, 1997).
Todavia, no presente trabalho, comparando os tratamentos dentro da época de 15 DAD,
verificaram-se nas plantas de 40% e 20% da CP redugdes de 45% e 61%, respectivamente. Ja
na época de 30 DAD nio houve diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 2). Silva e
Nogueira (2003) também observaram reducdes da RAF que atingiu 22% nas plantas de

Prosopis juliflora (Swartz) DC (algaroba) sob deficiéncia hidrica de 50% da CP.

Tabela 6. Area foliar total (AFT), drea foliar especifica (AFE) e razao de area foliar (RAF) em
plantas jovens de Ziziphus joazeiro Mart. submetidas a diferentes regimes hidricos (controle)
80%, 40% e 20% da capacidade de pote (CP), aos 15 e 30 dias apds a diferenciacdo dos

tratamentos (DAD), em casa de vegetacao.

Tratamentos AFT (cmz)

(% da CP) 15 DAD 30 DAD
80% 1667,58 aA 891,09 aB
40% 589,49 bA 322,34 abA
20% 207, 11 bA 299,98 bA

AFE (cm™.g"' MSF)
15 DAD 30 DAD
80% 257,50 aA 86,22 aB
40 % 173,98 bA 66,14 aB
20% 129,81 bA 85,73 aA
RAF (cm”.g™ MST)
15 DAD 30 DAD
80% 110,77 aA 23,72 aB
40 % 60,25 bA 19,63 aB
20% 42,78 bA 26,20 aA

Médias seguidas por letras iguais maitsculas para as épocas de avaliacdo e minusculas para os tratamentos, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Nas duas épocas de avaliacdo houve diferenca significativa na MSE, MSC e MST,
tanto nas plantas sob 40% da CP quanto nas de 20% da CP, as quais reduziram cerca de 48% e
54% (40% da CP) e 71% e 68% (20% da CP) para a MSF, 40% e 55% (40% da CP) e 68% e
74% (20% da CP) para a MSC e de 37% e 55% (40% da CP) e 66% e 71% (20% da CP) para
a MST, em relacdo as plantas de 80% da CP, respectivamente aos 15 e 30 DAD (Figura 1).
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Na matéria seca da raiz (MSR), as plantas sob 40% e 20% da CP apresentaram
aumento significativo de aproximadamente 26% aos 15 dias. No entanto, aos 30 dias
reduziram cerca de 55% e 66%, respectivamente, em relacdo as plantas sob 80% da CP
(Figura 1). Para a matéria seca da raiz (MSR), embora ndo tenha havido diferenca
siginificativa entre as épocas de avaliacdo, houve entre o tratamento mais severo e o controle.
Semelhante ao presente trabalho, Figueirda et al. (2004) observaram que ndo houve diferenca
significativa na matéria seca da raiz em plantas de Myracrodruon urundeuva Allemdo sob
75%, 50% e 25% da capacidade de pote, ap6s 30 dias de estresse.

Silva et al. (2008) também ndo observaram diferengas significativas para as MSR e
MST de plantas de Schinus terebinthifolius Raddi submetidas aos regimes hidricos de 100%,
75%, 50% e 25% da CP.

Com relacdo a razdo raiz parte aérea (R/Pa), as plantas submetidas ao déficit hidrico
apresentaram uma maior R/Pa aos 15 dias em relacdo ao controle (80% da CP). Com o
prolongamento do periodo experimental, essa razdo aumentou também nas plantas sob 80% da
CP, ndo diferindo dos demais tratamentos aos 30 DAD (Figura 2).

Semelhantemente ao observado no presente trabalho, Figueirda et al. (2004) também
verificaram que R/PA nio diferiu estatisticamente para todos os tratamentos hidricos (25, 50 e
75% da CP) aplicados em plantas de Myracrodruon urundeuva Allemdo nas épocas de

avaliac@o aos 30 e 60 dias.
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Figura 1 - Matéria seca das folhas (MSF), dos caules (MSC), das raizes (MSR) e matéria seca
total (MST) em plantas jovens de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) submetidas a diferentes
regimes hidricos (controle) 80%, 40% e 20% da capacidade de pote (CP), aos 15 e 30 dias
apds a diferenciagdo dos tratamentos (DAD). Médias seguidas por letras iguais maitisculas
para as épocas de avaliacdo e mintsculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre

si pelo teste Tukey (P < 0,05).
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Figura 2 - Razdo raiz parte aérea (R/Pa) em plantas jovens de juazeiro (Ziziphus joazeiro
Mart.) submetidas a diferentes regimes hidricos (controle) 80%, 40% e 20% da capacidade de
pote (CP), aos 15 e 30 dias apés a diferenciacio dos tratamentos (DAD). Médias seguidas por
letras iguais maidsculas para épocas de avaliacdo e mintsculas para tratamentos, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

De uma forma geral, Z. joazeiro alocou mais fotoassimilados para a parte aérea do que
para a raiz na fase inicial do crescimento. No entanto, a diferenga entre a ABF e ABC entre os
tratamentos ndo foi significativa. J4 para ABR, aos 15 dias houve diferenca significativa, com
maiores valores observados nos tratamentos40% e 20% da CP, com aumento de 54% e a 55%,
respectivamente, em relac@o as plantas cultivadas com 80% da CP (Figura 3). Esse resultado
demonstra uma mudanga no padréo de particdo de fotoassimilados na fase inicial do estresse,
denotando um ajustamento inicial da planta as condi¢des de défit hidrico impostas. Segundo
Taiz e Zeiger (2009) a medida que a superficie o solo vai dessecando, onde se encontra o
sistema radicular das plantas, estas t€m que prolongar as suas raizes para absorver dgua nas

zonas mais profundas do solo. Portanto, para que isso ocorra é necessario haver translocacio
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de fotoassimilados para os dpices das raizes em crescimento.

Com o prolongamento do periodo experimental, verifica-se que aos 30 DAD ndo
houve diferenca significativa nas alocagdes de biomassa para todos os 6rgdos das plantas de
todos os regimes hidricos, cujas variacdes médias foram de 62,60% a 73,06% (ABF), de
51,36% a 57,34% (ABC) e de 15,16% a 18,06% (ABR) (Figura 3).

Provavelmente, apds 30 dias sob déficit hidrico, as plantas de Ziziphus joazeiro Mart.
conseguiram se ajustar a restricdo de d4gua, demonstrando plasticidade fisioldgica

Silva et al. (2008) também ndo verificaram diferenca significativa entre os tratamentos

para alocacdo de biomassa para as folhas (ABF), para os caules (ABC) e para as raizes (ABR).

T

T

N ABR
ABC
B ABF

80 % CP 40 % CP 20 % CP 80 % CP 40 % CP 20 % CP

Tratamentos hidricos (15 DAD) Tratamentos hidricos (30 DAD)

Figura 3 - Alocacdo de biomassa para folhas (ABF), para caules (ABC) e para as raizes
(ABR) em plantas jovens de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) submetidas a diferentes
regimes hidricos (controle) 80%, 40% e 20% da capacidade de pote (CP), aos 15 e 30 dias
apods a diferenciagdo dos tratamentos (DAD). Médias seguidas por letras iguais maitisculas
para as épocas de avaliacdo e minusculas para os tratamentos, ndo diferem estatisticamente

entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

4.1.4 Conclusao

O déficit hidrico na fase inicial do desenvolvimento do juazeiro induz a um aumento

na translocacdo de assimilados para o sistema radicular, acimulo de agticares, proteinas e
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aminoacidos soldveis nas folhas, o que contribui para a manutengdo do estatus hidrico na
planta. Provavelmente a prolina deve agir na osmoprotecdo dessa espécie, no entanto ndo deve

ser considerado um soluto que participe da osmorregulacdo em resposta a seca.
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4.2 EXPERIMENTO 11

Déficit hidrico induzido pelo polietilenoglicol 6000 em mudas de Ziziphus

Jjoazeiro Mart. cultivadas em casa de vegetacao
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Resumo

O trabalho teve o objetivo de avaliar trocas gasosas, potencial hidrico foliar, toer relativo
de 4gua, area foliar, pigmentos fotossintéticos e solutos organicos de mudas de juazeiro
sob déficit hidrico induzido pelo PEG 6000. A pesquisa foi desenvolvida em casa de
vegetacdo, utilizando mudas que foram mantidas em recipientes aerados contendo
solug@o nutritiva de Arnon e Haugland a %2 forca. O delineamento foi inteiramente
casualizado apresentando quatro potenciais osmoéticos: 0,0 (controle); -0,2; -0,4 e -0,6
MPa, com quatro repeti¢des. Foram avaliadas a transpiracdo (E) e a resisténcia difusiva
(Rs), determinados o potencial hidrico foliar (Yw) e o teor relativo de dgua (TRA) as
12h, bem como a area foliar, os teores de clorofila a, b e coratendides, a razdo das
clorofilas a/b, carboidratos soliveis, prolina livres, proteinas soldveis e aminodcidos
livres. A E e a Rs apresentaram diferencgas significativas tanto nos tratamentos quanto
nas épocas de avaliacdo. Com apenas 24 horas apds aplicacdo dos tratamentos, plantas
sob -0,4 MPa e -0,6 MPa fecharam os estdmatos, o que fez aumentar Rs nas de -0,4 MPa
e -0,6 MPa em 10 e 5 vezes em relacdo as controles. O déficit afetou de forma
significativa as reduagdes do potencial hidrico e do teor relativo de 4dgua nas plantas
submetidas a -0,4 MPa de PEG 6000. O estresse também afetou as reagdes do
metabolismo das plantas -0,4MPa e -0,6MPa induzindo uma sintese maior de
carboidratos, prolinas, proteinas e aminodcidos em suas células. Os resultados sugerem
que plantas submetidas a niveis de potenciais osmoéticos inferiores a — 0,2 MPa
respondem ao estresse com o uso de mecanismos de alto potencial hidrico e de baixo

potencial hidrico.

Palavras-chave: PEG 6000, trocas gasosas, potencial hidrico, teor relativos de dgua e

solutos organicos
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Water deficit induced by polyethylene glycol 6000 on seedlings of

Ziziphus joazeiro Mart. grown in a greenhouse

Abstract

The study aimed to evaluate gas exchange, leaf water potential, relative water Toer, leaf
area, photosynthetic pigments and organic solutes juazeiro seedlings under water deficit
induced by PEG 6000. The research was conducted in a greenhouse, using seedlings
that were kept in containers containing aerated nutrient solution and Arnon Haugland to
12 strength. The completely randomized design featuring four osmotic potential: 0.0
(control), -0.2, -0.4 and -0.6 MPa, with four replications. The transpiration (E),
diffusive resistance (Rs) and specific leaf water potential (WYw) and relative water
content (RWC) at 12 and the leaf area, chlorophyll content, a, b coratendides the ratio of
chlorophyll a/b, soluble carbohydrates, free proline, soluble proteins and free amino
acids. AE Rs and showed significant differences both in treatment and in the evaluation
times. With just 24 hours after treatment, plants at -0.4 MPa and -0.6 MPa closed their
stomata, which increased from Rs at -0.4 MPa and -0.6 MPa at 10 and 5 times in for the
controls. The deficit significantly affected the reduagdes water potential and relative
water content in plants exposed to -0.4 MPa PEG 6000. Stress also affected the
responses of plant metabolism -0.4 MPa and -0.6 MPa induced a greater synthesis of
carbohydrates, proline, proteins and amino acids in their cells. The results suggest that
plants exposed to levels of osmotic potential below - 0.2 MPa respond to stress with the

use of mechanisms of high water potential and low water potential.

Key words: PEG 6000, gas exchange, water potential, relative water content and

organic solutes.
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4.2.1 Introducao

A seca € um dos fatores climdticos de maior importancia, pois chega a limitar o
crescimento, o desenvolvimento e conseqiientemente a produtividade de espécies
vegetais no mundo (REGIER et al., 2009).

Os efeitos da seca sobre o desenvolvimento dos vegetais dependem da
intensidade, da duragfo do estresse, da fenologia e genética da planta, podendo provocar
diversas alteragdes morfofisioldgicas, tais como a diminuicdo da turgescéncia e reducao
no tamanho das folhas e o fechamento dos estdmatos nos horarios mais quentes do dia
(LARCHER, 2004; PIMENTEL, 2004).

As plantas que habitam regides de clima predominantemente semi-arido,
respondem ao déficit hidrico de diversas formas para se ajustarem as condi¢des de
estresse, com o desenvolvimento de estratégias classificadas como mecanismos de
escape ou de tolerancia 2 seca (ARAUJO, 2005). O primeiro consiste em escapar i seca
através de um ciclo de vida mais curto concentrado no tnico periodo chuvoso e a
formacdo de um banco de sementes; o segundo pode ocorrer de duas maneiras: as
plantas podem tolerar a seca reduzindo o potencial hidrico interno das suas células,
através do acimulo de solutos compativeis que favorecem a absorcdo de dgua do solo,
ou fechar os estomatos nos horarios de maior demanda evaporativa para manter o status
hidrico (TURNER, 1978; NOGUEIRA et al., 2005).

A primeira linha de defesa ao déficit hidrico é o fechamento estomatico, uma vez
que a resisténcia difusiva ao vapor de dgua reduz a transpiragdo. No entanto, se essa
situacdo se estende, acarretard prejuizo na capacidade fotossintética, limitando assim a
entrada de CO, na planta (NOGUEIRA et al., 1998b, NOGUEIRA e SILVA, 2002). A
segunda linha de defesa € a reducdo do potencial hidrico foliar que pode ocorrer devido
ao acumulo de solutos compativeis que contribuem para o ajustamento osmoético da
planta favorecendo a hidratacdo dos tecidos e a manutencdo do metabolismo da mesma
(LARCHER, 2004).

O ajustamento osmoético € um mecanismo fisiologico de grande importincia para
a manuten¢do da turgescéncia celular (LIMA FILHO et al., 1992). Ele ocorre devido ao
acumulo de fons inorginicos e solutos organicos de baixa massa molecular, como

carboidratos soludveis, prolinas livres, proteinas e aminodcidos livres totais que a planta
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pode sintetizar ou degrandar quando em situacdo de déficit hidrico (NEPOMUCENO,
2001).

O uso do Polietileno glicol (PEG) 6000 como indutor do déficit hidrico é
atribuido pela sua simples manipula¢do que permite o estudo de populacdes maiores de
plantas em um espago limitado por um periodo curto de tempo. Como simulador de
déficit hidrico, o PEG é uma substancia ndo idnica, de cadeia longa, de alto peso
molecular e que por ser um polimero inerte também é um agente nio penetrante no
vegetal que diminui o potencial hidrico a valores semelhantes ao potencial hidrico do
solo seco (NEPOMUCENO et al., 1998; SAKTHIVELU et al., 2008).

O Z. joazeiro é uma planta medicinal, rica em saponina, muito usada pela
populagdo local como expectorante no combate a bronquite e pela industria farmacéutica
na fabricacdo de xampus e dentifricio. Além disso, o juazeiro serve de alimento para o
rebanho caprino durante a estacdo seca por apresentar-se sempre com folhas.
(CARVALHO, 2007; LORENZI, 2008). Embora apresente uma grande importancia
econdmica, pouco se conhece sobre o seu comportamento fisioldgico e bioquimico em
situacdo de deficiéncia hidrica, principalmente, da sua habilidade em tolerar a seca, uma
vez que na literatura dispde de escassos trabalhos de déficit hidrico dessa espécie em
fase de muda. Diante do exposto, o objetivo da pesquisa foi de avaliar as trocas gasosas,
as relacdes hidricas, actimulo de solutos organicos, a 4rea foliar e pigmentos

fotossintéticos de plantas jovens de Ziziphus joazeiro Mart. sob déficit hidrico.

4.2.2 Material e métodos

O presente trabalho foi desenvolvido em casa de vegetacdo, do Laboratdrio de
Fisiologia Vegetal, pertencente ao Departamento de Biologia, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, no periodo de 16 de novembro de 2008 a 23 de abril de 2009.

As mudas foram obtidas por meio de propagacdo sexuada. As sementes foram
retiradas das unidades dispersoras (endocarpos), extraidas de frutos coletados de arvores
matrizes da Estacdo Experimental Sdo Bento do Una, base fisica do Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA) — PE. Com coordenadas 08° 31'S e 36° 36' W, a 650
m de altura, a referida estacdo encontra-se no Agreste Meridional pernambucano a 196

km do Recife (NASCIMENTO et al., 2003).
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No sentido de facilitar a germinacdo, os endocarpos foram quebrados e, deles
foram retiradas as sementes, das quais, 500 sementes foram selecionadas quanto a
sanidade. Posteriormente, essas sementes foram hidratadas com dgua por uma hora e
semeadas em bandejas com capacidade de seis quilos de uma mistura de terrico vegetal
e vermiculita grossa com base na metodologia de Muniz-Brito e Ayala-Osuna (2005).
Do total de sementes semeadas, 19 germinaram e se estabeleceram na forma de muda.
Quando essas plantulas atingiram em média nove centimetros de altura e cinco folhas
foram transferidas para recipientes recicldveis (garrafas pet) com capacidade 1700 mL,
devidamente envolvidos com papel aluminio, o qual impede a entrada de radiagdo
luminosa na solugdo, evitando assim, a proliferacdo de algas e, por conseguinte, a
competicio por nutrientes presentes e a rapida acidificagdo do meio liquido (solugdo).

As plantulas mantiveram-se naqueles recipientes aerados com auxilio de
compressores de ar, contendo solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (HOAGLAND;
ARNON, 1950) a ¥ for¢a, ou seja, 850 mL de Hoagland e Arnon mais o adicionamento
de 850 ml de dgua destilada, o que perfez o total de 1700 mL, correspondente a
capacidade do recipiente. A condutividade elétrica da solu¢do de Hoagland e Arnon a
uma forga foi de 1384 uS/cm e o pH foi de 4,38; ja para a solu¢do de Hoagland e Arnon
a 2 forga, a condutividade elétrica apresentou 1267uS/cm de condutividade elétrica e
pH de 4,58.

Essa solucdo de Hoagland e Arnon a %2 forca era renovada a cada sete dias
mediante os procedimentos descritos anteriormente. Sendo que essa renovagido se
repetiu quatro vezes, equivalendo-se a 30 dias, periodo em que as mudas de Z. joazeiro
passaram a se aclimatar.

Para calcular a quantidade exata de PEG 6000, correspondente aos diferentes
potenciais osmoéticos, com base na metodologia de Villela et al. (1991) foi necessério,
previamente, realizar um curso didrio de hora em hora da temperatura da dgua por um
termdOmetro inserido no interior do recipiente (garrafa pet) de 1700 mL, hermeticamente
fechado com isopor, contendo dgua destilada. O resultado da temperatura média da dgua
dentro do recipiente em casa de vegetacao foi de 32,4 °C.

Ao adicionar as solu¢des de Hoagland e Arnon de %2 forca a quantidade de PEG
6000 correspondente a cada tratamento, contidas nos recipientes, precisou ser fracionada

a 1/5, para ndo provocar choque osmoético nas plantas e estas ndo virem a morrer. Para
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tanto, durante cinco dias foi adicionada e totalmente dissolvida 1/5 da quantidade total
de PEG 6000 correspondente a cada tratamento osmético a solugdo de cada recipiente.
Depois de 24 horas, quando os potenciais osméticos atingiram os correspondentes niveis
osmoticos, iniciaram as avaliacdes de trocas gasosas diariamente até os estdmatos
fecharem.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro potenciais
osmoticos: 0,0 MPa (controle); -0,2; -0,4 e -0,6 MPa, e quatro repeti¢cdes. As avaliacdes
de trocas gasosas, como a transpiragdo (E), a resisténcia difusiva (Rs) e a temperatura
foliar (Tf) foram mensuradas diariamente, as 11 horas, no hordrio de maior demanda
evaporativa, verificada previamente por meio de um curso didrio, em folhas
completamente expandidas, localizadas no terco médio das plantas, utilizando o
Pordmetro de Equilibrio Dinamico da LICOR (modelo LI - 1600). De forma
simultdnea, também foram registradas a umidade relativa do ar (UR), a temperatura do
ar (Tar) e a radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) por meio de um sensor quantico
acoplado ao mesmo Pordmetro. O DPV também foi calculado a partir dos dados de Tar e
da UR para obter o déficit de pressdo de vapor do ar (DPV), segundo o método de
Vianello e Alves (1991).

Durante o periodo experimental, a radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), a
umidade relativa do ar (UR), a temperatura do ar (Tar) e o déficit de pressao de vapor
(DPV) variaram em média de 249 umol.m'z.s'1 a 842 umol.m'z.s'l, de 46,5% a 71,6%,
de 30°C a 36,5°C e de 1,3 kPa a 8,5 kPa, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores médios da temperatura do ar (Tar), umidade relativa do ar (UR),
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) e déficit hidrico de vapor (DPV) durante o

periodo experimental em casa de vegetagdo. Médias e desvios padrio.

Dias apés tratamento  Tar (°C) UR (%) PAR (umol.m?s')  DPV (kPa)

1 36,3+0,5 51,7+3.8 757 +£297 32 +0,6
2 36,5+0,8 46,5+4,0 842 +209 35+0,8
3 359+£10 530+5,0 587 +£416 29+0,2
4 332412 63,2+6,5 396 + 209 19 +0,4
5 300£15 71,6 +5,1 253 £ 155 1,3+0,3
6 31,3+0,8 66,7 +4,0 249 + 130 1,8 £0,6
7 35010 529+44 682 + 256 29 +0,5
8 36,3+1,5 492+74 834 + 302 29 £0,5
9 358+1,1 53,5+5,0 726 + 367 2,2 +0,3
10 33,117 613+64 578 £363 8,5 +4,8

O potencial hidrico foliar (W) foi avaliado ao meio dia, utilizando-se folhas
completamente expandidas, localizadas no ter¢o médio superior das plantas, as quais
foram envolvidas em filme plastico (PVC), destacadas e colocadas em recipiente de
isolante térmico devidamente refrigerado e este foi levado ao Laboratdrio de Fisiologia
Vegetal para determinar o potencial hidrico foliar, utilizando-se a Camara de Pressdo de
Scholander modelo 3035 da “Soil Moisture Equipement Corp”, Santa Barbara,
Califérnia-EUA (SCHOLANDER et al., 1965).

A determinacdo do teor relativo de 4gua (TRA) foi realizada a partir da pesagem
da massa fresca de folhas (MFF) coletadas as 12h (meio dia), as quais ficaram

acondicionadas em placas de petri, sob imersdo a 10 mL de dgua destilada e levadas para
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o refrigerador, onde passaram 24 horas no escuro a 4 °C. Apds esse periodo, as folhas
foram submetidas a uma nova pesagem para a obtencdo do peso da massa tirgida (MTF)
e foram acondicionadas em sacos de papel, e estes conduzidos a estufa de circulagdo de
ar forcada a 70 °C. Por fim, quando atingiram peso constante, as folhas foram
novamente pesadas para obtencdo do peso da massa seca (MSF) e os valores obtidos
foram substituidos na formula TRA= [(MFF — MSF)/(MTF - MSF)] x 100 descrita pela
metodologia de Weatherley (1950).

A determinacio dos teores de pigmentos fotossintéticos como as clorofilas a e b
e carotendides foi realizada a partir da maceracdo de 100 mg de matéria fresca de folha
em um almofariz, contendo 10 mL de dlcool a 95% e, em seguida, a amostra foi
centrifugada e as leituras dos teores de clorofilas a e b, bem como dos carotendides
foram realizadas nos respectivos comprimentos de onda de 664 nm, 649 nm e 470 nm,
segundo o método de Lichtenthaler e Buschmann (2001). Os valores das leituras foram
substituidos nas férmulas descritas abaixo e a unidade foi expressa em miligrama por

grama de folha fresca (mg. g'lMF).

Clorofila a (ug/ml) = 13,36 A664— 5,19 A649
Clorofila b (ug/ml) = 27,43 A649 — 8,12 A664
Carotendides (x+c) (ug/ml) = (1000 A470 — 2,13 Clo a — 97,64 Clo b)/ 209

Para as andlises bioquimicas foram utilizadas folhas completamente expandidas,
localizadas no terco médio superior da planta. Pesou-se 1g de matéria fresca do limbo da
folha, sem nervura, e macerou em almofariz com 5 mL de solu¢do tampdo fosfato de
potassio 100 mM, pH 7,0 contendo EDTA a 0,1 mM. A amostra macerada foi filtrada
com um tecido de musselina e centrifugada a 19975 x g por 20 min, em centrifuga
refrigerada para eppendorf. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi utilizado
como extrato para as andlises dos teores de carboidratos soluveis, prolina livre, proteinas
soliveis e aminoécidos livres totais.

Os carboidratos soliveis foram determinados a 490 nm, pelo método de fenol-
acido sulfirico (DUBOIS et al., 1956) utilizando-se D-(+)-glucose como padrdo. A
concentracdo de prolina livre foi determinada a 520 nm, pelo método da ninhidrina e

4cido fosforico (BATES, 1973), utilizando-se a prolina como padrao. A determinacdo de
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proteina foi realizada a 595 nm, pelo método da ligacdo ao corante coomassie brilliant
blue (BRADFORD, 1976), utilizando-se albumina sérica bovina como padrdo. Os
aminodcidos foram analisados a 570 nm, pelo método de ninhidrina (YEMM;
COCKING, 1955), utilizando-se glicina como padrio.

Os dados foram tratados pela andlise de varidncia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, com auxilio do

programa Assistat versdo 7.5.

4.2.3 Resultados e discussao

O déficit hidrico afetou significativamente a transpiracdo (E) e a resisténcia
difusiva (Rs) das plantas submetidas aos tratamentos mais severos (Figura 1).

Com apenas 24 horas ap0s aplicagdo dos tratamentos, as plantas sob - 0,4 MPa
(0,59 mmol.m'z.s'l) e - 0,6 MPa (0,76 mmol.m'z.s'l) fecharam os estdomatos, o que fez
aumentar a Rs nos tratamentos de -0,4 MPa (30,3 s.cm.'l) e de -0,6 MPa (15,58 s.cm'l)
em 10 e 5 vezes, respectivamente, em relagdo as controles (Figura 1).

Nogueira et al. (1998) estudando trés espécies lenhosas da Caatinga, observaram
que a transpiragdo foi reduzida apdés 20 dias de suspensdo de rega. O mesmo foi
observado em plantas jovens de Tabebuia aurea (Manso) Benth. e Hook (craibeira),
Enterolobium contortisiliquum (Vell.) (tamboril) e Mimosa caesalpiniifolia Benth.
(sabid) cultivadas sob 50% CP (SILVA et al., 2003) e em laranjeiras sob suspensio da
irrigacdo (GOMES et al., 2004).

O déficit hidrico reduziu o potencial hidrico das plantas sob -0,4 MPa e -0,6
MPa, as quais diferiram estatisticamente em rela¢do as de 0,0 MPa e -0,2 MPa (Tabela
2). Essa diminuicdo do potencial hidrico foi mais pronunciada nas plantas sob -0,4 MPa
e -0,6 MPa no hordrio de maior demanda evaporativa, as 12 horas (meio dia) que
apresentaram reducgdes de 32%, quando comparado com as controles. Ja no horario das
4h (pré-dawn) as mesmas plantas submetidas aos tratamentos mais severos (-0,4 e -0,6
MPa) apresentaram pequenas recuperagdes de 52% e 35%, porém, ndo
significativamente o bastante para atingirem valores préximos ao potencial hidrico das
plantas submetidas ao tratamento de 0,0 MPa (Tabela 2).

De acordo com Taiz e Zeiger (2009) as plantas com habilidades de se ajustarem



Silva, M. A. V. Caracterizacdo fisioanatdmica e bioquimica ... 102

osmoticamente, promovem a manutencdo da turgescéncia celular por baixos potenciais

hidricos, beneficiando assim, o alongamento celular e a transpiracao.
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Figura 1 - Transpiragcdo (E), resisténcia difusiva (Rs) e temperatura foliar (Tf) em
plantas jovens de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) sob deficiéncia hidrica induzida
pelo PEG 6000. Médias seguidas por letras iguais maitdsculas para os dias de avaliagcdo e

mintsculas para os tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P



Silva, M. A. V. Caracterizacao fisioanatomica e bioquimica ... 104

<0,05).

Tabela 2 — Potencial hidrico foliar (W) em plantas jovens de juazeiro (Ziziphus joazeiro

Mart.) sob deficiéncia hidrica induzida pelo PEG 6000 por dez dias.

Potenciais osmoticos Yw (MPa)
PEG 6000 (MPa) 4h 12h
0,0 1,10 aA 2,60 aB
0,2 1,08 aA 2,94 aB
04 3,31bB 3,88 bB
0,6 146 aA 3,76 baB

Meédias seguidas por letras iguais maitsculas para os hordrios e mindsculas para os tratamentos, nido diferem

estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

Semelhantemente ao potencial, as plantas sob -0,4 MPa apresentaram no TRA
uma reducdo significativa de 36% quando comparadas com as controles, nos dois
horérios (12 e 4 horas) (Tabela 3). Provavelmente, as plantas de jui sob - 4,0 MPa
estavam se ajustando osmoticamente para tolerar o déficit hidrico aplicado.

Segundo Pardo (2010) quando os tecidos vegetais estio bem hidratados o TRA
varia de 85 a 95%. No entanto, quando a desidratacdo atinge os 50% ¢é caracterizado
como o ponto critico, letal a planta, porém, em algumas plantas xerdfitas pode chegar a

esse ponto critico sem provocar a morte da mesma.

Tabela 3 - Teor relativo de 4dgua (TRA) em folhas de plantas jovens de juazeiro

(Ziziphus joazeiro Mart.) sob deficiéncia hidrica induzida pelo PEG 6000.

Potenciais osmoéticos TRA (%)
PEG 6000 (MPa) 4h 12h
0,0 72,93 aA 50,62 bB
-0,2 85,12 aA 52,46 bB
-0,4 73,67 aA 60,61 aAB
-0,6 82,39 aA 78,48 aA

Meédias seguidas por letras iguais maitsculas para os hordrios e mindsculas para os tratamentos, nio diferem
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estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

O déficit hidrico também induziu actimulo de solutos nas plantas mais estressadas
em apenas dez dias (Tabela 2). As plantas do tratamento -0,4 MPa apresentaram em suas
folhas um incremento significativo em todos os compostos soliveis (Tabela 4). Esse
aumento significativo em relacdo as controles foi de 61%, 29%, 69% e 49% para os
carboidratos, prolinas, proteinas e aminodcidos, respectivamente (Tabela 4). As plantas
sob -0,6 MPa diferiram significativamente tanto na concentracdo de prolinas soliveis
quanto nos aminodcidos livres, havendo um aumento de 37% e 33% em relacdo aos
tratamentos de -0,2 MPa e controle (Tabela 4).

Silva et al. (2009) verificaram, de modo geral, que a medida que o déficit hidrico
se prolongava diminuia a concentracdo de solutos em folhas de genétipos de Spondias
tuberosa Arruda (umbu), exceto no genétipo BGU 68.

As plantas submetidas a -0,2 MPa aumentaram significativamente cerca de 32%
na concentracdo de proteinas soliveis nas suas raizes quando comparadas com as
controles (Tabela 4). Nas raizes de plantas sob -0,6 MPa houve um aumento de 32% em
relacdo as controles (Tabela 4). Na concentragdo de prolina, ndo houve diferenca

significativa para todos os niveis osmoticos (Tabela 4).
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Tabela 4. Concentracdo de carboidratos soldveis, prolina livre, proteina soldvel e
aminodcidos livres em folhas e raizes de plantas jovens de juazeiro (Ziziphus joazeiro

Mart.) sob deficiéncia hidrica induzida pelo PEG 6000.

Potenciais osmé ticos Carboidratos Prolina Proteinas Aminoacidos
PEG 6000 (MPa) (umol.g” MF) (umol.g’MF)  (ug.g’ MF)  (umol.g"' MF)
Folhas
0,0 249,34 ¢ 2,16 ¢ 10153,18 ab 74,57 b
-0,2 161,67 d 1,53¢ 8453,33 b 61,63b
-0,4 414,72 b 11,14 a 15734,28 a 142,21 a
-0,6 524,44 a 5,84b 10373,44 ab 88,75b
Raizes
0,0 9,97 a 040a 496, 36b 15,80b
-0,2 13,81 a 043a 770,49 a 13,99 b
-0,4 7,96 a 031a 501,35 b 12,08 b
-0,6 9,54 a 0,34 a 655,35 ab 2725a

Médias seguidas por letras iguais, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

O déficit hidrico ndo alterou as concentragdes dos pigmentos fotossintéticos das
plantas submetidas a todos os tratamentos. Na concentracio de clorofila a, as plantas sob
-0,6 MPa de PEG 6000 apresentaram um incremento de forma significativa em 79% em
relacdo as plantas controles (Figura 2). Com relag@o aos teores de clorofila b e a razdo
clo,/clo, ndo houve diferenga significativa em todos os niveis osmaticos, cujas variacdes
médias foram de 1,566 a 2,208 mg.g"'MF para clorofila a e de 3,315 a 4,265 mg.g’lMF
para clorofila b (Figura 2). Com relacdo a clorofila, o estresse ndo foi suficiente para

oxidar as clorofilas a e b.
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mmm Clo,
4 mEm Cloy,
ggR Clo,/Cloy,

Teores de clorofilas (mg/g MF)

0,0 MPa -0,2 MPa -0,4 MPa -0,6 MPa

Niveis osmoéticos de PEG 6000

Figura 2 - Teores de clorofila a, b e a razdo das clorofilas a/b em folhas de plantas
jovens de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) sob deficiéncia hidrica induzida pelo PEG
6000. Médias seguidas por letras iguais, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste

Tukey (P < 0,05).
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De forma semelhante as clorofilas a e a razdo cloa/clob, os carotendides também
ndo foram afetados pelo défcit hidrico em todos os niveis osméticos, cujas variagdes

médias foram de 163,58 a 179,98 ug.g'lMF (Figura 3).

150

100

50

0,0 MPa -0,2 MPa -0,4 MPa -0,6 MPa

Niveis osmoticos de PEG 6000

Figura 3 - Teores de carotenéides em folhas de plantas jovens de juazeiro (Ziziphus
joazeiro Mart.) sob deficiéncia hidrica induzida pelo PEG 6000. Médias seguidas por

letras iguais, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

4.2.4 Conclusao

Plantas submetidas a niveis de potenciais osméticos inferiores a — 0,2 MPa
respondem ao estresse com o uso de mecanismos de alto potencial hidrico e de baixo

potencial hidrico.
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4.3 EXPERIMENTO III

Respostas fisiolégicas em mudas de Ziziphus joazeiro Mart. sob

condicoes de seca em casa de vegetacio
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Resumo

O objetivo da pesquisa foi avaliar as trocas gasosas, as relagdes hidricas, acimulo de
solutos orginicos e pigmentos fotossintéticos de plantas jovens de Ziziphus joazeiro
Mart. sob déficit hidrico. A presente pesquisa foi realizada em casa de vegetagcdo, do
Laboratério de Fisiologia Vegetal, pertencente ao Departamento de Biologia, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, no periodo de julho a outubro de 2010. As
mudas obtidas por propagacdo sexuada foram transferidas para vasos de polietileno,
contendo 5 kg de terrico vegetal seco ao ar. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso com trés tratamentos (irrigadas, sem rega e reirrigadas) com dez
reticdes. Foram avaliadas durante 31 dias, das 10 as 12 horas da manha, a condutincia
estomadtica (gs), a transpiragdo (E), a fotossintese liquida (A), a temperatura foliar (Tf) e
a concentracdo interna de CO, (Ci) em folhas jovens de Ziziphus joazeiro
completamente expandidas, com um Fluxo de Féton Fotossinteticamente Ativo (FFFA)
de 2000 umol.m'z.s[1 fixado. Foram calculadas também as relagdes de A/E, A/gs e a
A/Ci. No final do experimento foram determinados o potencial hidrico foliar (W) e o
teor relativo de dgua (TRA) em trés horarios (antemanha - 4h, meio-dia - 12h e as 18h),
os teores de clorfofilas a e b e carotendides, as concentragdes de carboidratos soliveis,
prolinas livres, proteinas soliveis e aminodcidos livres e o percentual de umidade do
solo. A estiagem afetou praticamente todos os pardmetros estudados, a redugdo A, E, gs,
Ci, A / Ci de conteido, ¥ w, CRA e clorofila. O conteido de carotendides ndo foi
afetado. No entanto, houve aumento de A / E, indicando eficiéncia do uso da dgua nas
plantas estressadas. Acimulo de solutos organicos também foi observado nas folhas e
nas raizes em resposta a seca, que representam compostos ativos para colaborar com a
osmorregulacdo e manutengdo do estado das dguas. As mudas mantiveram uma baixa
abertura estomadtica durante o periodo de estresse, permitindo baixas taxas de
fotossintese para poder administrar o conteido hidrico do solo. Trés dias apds a
reidratacdo, as trocas gasosas, relacdes hidricas, clorofila e solutos orginicos
recuperaram seus valores proximos as plantas-controle, o que foi demonstratado nas
mudas de jud a capacidade para enfrentar limitacdes na disponibilidade de 4gua no solo
durante a fase inicial de desenvolvimento. Os mecanismos fisioldgicos utilizados para

esta espécie sdo discutidos.
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hidrico, teor relativo de dgua, pigmentos fotossintéticos e solutos compativeis
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Physiological responses in seedlings of Ziziphus joazeiro Mart. under

drought conditions in the greenhouse

Abstract

The research objective was to evaluate gas exchange, water relations and
accumulation of organic solutes and photosynthetic pigments of seedlings of Ziziphus
Jjoazeiro Mart. under drought. This survey was conducted in a greenhouse of the
Laboratory of Plant Physiology from the Department of Biology, Federal Rural
University of Pernambuco, in the period from July to October 2010. The seedlings
produced by sexual propagation were transferred to polyethylene pots containing 5 kg of
soil dry air. The experimental design was randomized into three treatments (irrigated,
without watering and rewatering) with ten replications. Were measured for 31 days,
from 10 to 12 hours of the morning, stomatal conductance (gs), transpiration (E), net
photosynthesis (A), leaf temperature (Tf) and internal CO, concentration (Ci) in leaves
Ziziphus joazeiro young fully expanded, with a Photosynthetic Photon Flux Activity
(PPFA) of 2000 u mol.m™.s™" set. Were also calculated the ratios A/E, A/gs and A/Ci. At
the end of the experiment, were determineds on leaf water potential (Ww) and relative
water content (RWC) in three hours (predawn leaf - 4 am, noon - 12h and 18h), the
contents of clloropylls a,b and carotenoids, soluble carbohydrates, free proline, soluble
proteins and free amino acids contents. Drought affected almost all parameters studied,
reducing A, E, gs, Ci, A/Ci, Yw, RWC and chlorophyll content. Carotenoids content was
not affected. However, there was increase in A/E indicating water use efficiency in
stressed plants. Organic solutes accumulation was observed also in leaves and roots in

response to drought, representing active compounds to collaborate with the
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osmoregulation and maintenance of the water status. The seedlings kept a low stomatal
aperture during the stress period allowing the photosynthesis in low rates and managing
the limiting soil water content. Three days after rewatering, gas exchange, water
relations, chlorophyll and organic solutes recovered their values close to the control
plants, demonstrating the capacity of Z. joazeiro seedlings to face limiting soil water
availability during the initial phase of development. The physiological mechanisms used

for this species are discussed.

Key words: Net photosynthesis, intrinsic efficiency of water use, water potential,

relative water content, photosynthetic pigments and compatible solutes
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4.3.1 Introducao

A seca € um dos fatores climdticos que mais causa problemas no mundo, pois
chega a limitar o crescimento, o desenvolvimento e conseqiientemente a produtividade
de espécies vegetais (REGIER et al., 2009; GHANNOUM, 2009).

Plantas que habitam regides semidridas, como a Caatinga, caracterizada
climaticamente pelas irregularidades de chuvas e elevada irradiac@o, estdo adaptadas
morfolégica e fisiologicamente a enfrentar longos periodos de seca
(CHARTZOULAKIS et al., 1999; PRADO, 2003). Porém, com o aquecimento global
esse periodo de seca pode ser ampliado e até intensificado, comprometendo os processos
fisiolégicos adaptativos daqueles vegetais (GALMES et al., 2007; McDOWELL et al.,
2008). A adaptacdo desses vegetais as mudangas ambientais vai depender da intensidade
e duracdo do déficit hidrico que é imposto, como também o estado fenoldgico e a
capacidade genética dessas plantas em suportarem ou tolerarem o efeito da seca
(HSIAO, 1973; NEPOMUCENO et al., 2001).

Os estdmatos sdo os primeiros a sentirem os efeitos da deficiéncia hidrica, uma
vez que diminuem a sua condutincia, reduzindo assim a transpiragdo e,
conseqiientemente, o suprimento de CO,, o que acarreta em prejuizo a capacidade
fotossintética das plantas (NOGUEIRA et al., 1998; NOGUEIRA; SILVA, 2002). No
entanto, em situacdo de déficit hidrico, plantas adaptadas ou aclimatadas a seca
geralmente se comportam mantendo a abertura estomdtica minima, com a transpiragdo
baixa, para assim poder assimilar uma quantidade suficiente de CO, que possa dar
continuidade aos processos fotossintéticos mesmo que reduzidos, o que ocasiona em
uma maior e melhor eficiéncia do uso da dgua (EUA) (MEDRANO et al., 2009). Essa
elevada eficiéncia do uso da 4dgua propicia a planta a permanecer por um longo periodo
sob deficiéncia hidrica.

Os aparatos estomadticos também dependem dos fatores hidraulicos, como o
conteudo relativo de dgua e o potencial hidrico foliar que indicam os status hidricos da
planta, os quais também sdo afetados pela diminuicdo da umidade do solo e pelas
variagdes atmosféricas (LAWLOR; TEZARA, 2009; ZHANG et al., 2010). Em situacao
de indisponibilidade hidrica, o potencial pode decrescer, devido a diminui¢do da

quantidade de 4dgua na folha ou pelo acimulo de solutos compativeis que contribuem
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para o ajustamento osmoético, o qual permite a continuidade dos processos de
crescimento, expansdo, divisdo celular e a fotossintese da planta mesma estando sob
estresse (LIMA FILHO et al., 1992; SANTOS;CARLESSO, 1998, NOGUEIRA et al.,
2000; MANSUR; BARBOSA, 2000).

Esse ajustamento osmético ocorre com o acimulo de fons inorgénicos e solutos
orginicos de baixa massa molecular, como carboidratos soliveis, prolinas livres,
proteinas e aminodcidos livres totais, que contribuem para a manuten¢do da turgescéncia
celular (NEPOMUCENO, 2001). Os carboidratos agem nas células como um
antioxidante, além disso, o aumento da sua concentracio esta relacionado com o déficit
hidrico (SIRCELJ et al., 2005; KNIPP; HONERMEIER, 2006).

Outro composto que funciona como ajustamento osmoético é o aminodcido e o
seu aumento ocorre em condi¢des de déficit hidrico severo com degradacio de proteinas
(SIRCELJ et al., 2005).

A prolina € um dos aminodcidos mais estudados, age como osmoprotetor e
antioxidante protegendo as estruturas das membranas, enzimas e tecidos celulares e
ainda € indicadora de tolerancia a seca em plantas sob estresse hidrico (JHARNA et al.,
2001, SARKER, 2005; SIRCELJ, 2005).

O juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) € uma espécie xerdfita pertencente a familia
Rhamnaceae, nativa da Caatinga, que em 2002, na primeira Reunido Técnica de
Recursos Genéticos de Plantas Medicinais e Aromadticas, promovida pela EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) e pelo IBAMA (Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) foi citada como uma das espécies
prioritdrias a conservagdo e manejo sustentidvel desse bioma (Caatinga) exclusivamente
brasileiro, degradado em virtude da utilizacdo inadequada das espécies 14 existentes pela
populagdo local (LORENZI, 2008; VIEIRA et al., 2002).

O Z. joazeiro é uma planta medicinal, rica em saponina, muito usada pela
populagdo local como expectorante no combate a bronquite e pela industria farmacéutica
na fabricacdo de xampus e dentifricio. Além disso, o juazeiro serve de alimento para o
rebanho caprino durante a estacdo seca por apresentar-se sempre com folhas.
(CARVALHO, 2007; LORENZI, 2008). Embora apresente uma grande importancia
econdmica, pouco se conhece sobre o seu comportamento fisioldgico e bioquimico em

situacdo de deficiéncia hidrica, principalmente, da sua habilidade em tolerar a seca, uma
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vez que na literatura dispde de escassos trabalhos de déficit hidrico dessa espécie em
fase de muda. Diante do exposto, o objetivo da pesquisa foi de avaliar as trocas gasosas,
as relagdes hidricas, acimulo de solutos orgénicos e pigmentos fotossintéticos de plantas

jovens de Ziziphus joazeiro Mart. sob déficit hidrico.

4.3.2 Material e métodos

A presente pesquisa foi realizada em casa de vegetacdo, do Laboratério de
Fisiologia Vegetal, pertencente ao Departamento de Biologia, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, no periodo de julho a outubro de 2010.

As mudas foram obtidas por propagacdo sexuada. As sementes foram retiradas
das unidades dispersoras (endocarpos), extraidas de frutos coletados de arvores matrizes
da Estacdo de S@o Bento do Una, base fisica do Instituto Agrondomico de Pernambuco
(IPA)-PE. Com coordenadas de 08° 31'S e 36° 36' W, a 650 m de altura, a referida
encontra-se no Agreste Meridional pernambucano a 165 km do Recife (NASCIMENTO
et al., 2003).

No sentido de facilitar a germinacdo, os endocarpos foram quebrados e, deles
foram retiradas as sementes, das quais, 500 foram selecionadas quanto a sanidade.
Posteriormente, essas sementes foram hidratadas com dgua por uma hora e semeadas em
bandejas com capacidade de seis quilos de uma mistura de terrico vegetal e vermiculita
grossa com base na metodologia de Muniz-Brito e Ayala-Osuna (2005).

Quando as mudas apresentaram em média 8,31 cm de altura e sete folhas foram
transferidas para vasos de polietileno (40 x 20 cm), contendo como substrato 5 kg de
terrico vegetal seco ao ar, o qual foi coletado no interior do campus da UFRPE, nas
aproximidades da Biblioteca Central.

A capacidade de pote do vaso foi realizada segundo a metodologia de Souza et
al. (2000), com pequena modificacdo (dgua adicionada pela superficie do substrato no
vaso). O contetido de dgua adotado foi a quantidade de 4dgua retida no substrato apds a
sua saturacdo e conseqiiente acdo gravitacional, até haver o cessamento da drenagem.
Esse procedimento foi realizado com 3 vasos para obter a capacidade de pote do
substrato no vaso que foi de 6,010kg.

Antes da diferenciacdo dos tratamentos, durante 10 dias de aclimatacdo, todos os
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vasos permaneceram com a mesma capacidade de pote, uma vez que foram pesados
diariamente sempre as 8h da manha e as superficies dos vasos foram cobertas por um
plastico opaco para evitar a perda de dgua pela evaporacdo do solo. Quando houve a
diferenciacdo dos tratamentos, apenas as plantas irrigadas receberam dgua por meio da
capacidade de pote, e somente os plasticos que cobriam as superficies dos vasos das
plantas do tratamento sem rega foram retirados no 7° dia da diferenciagdo hidrica.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com trés tratamentos
[irrigadas e sem rega (quando a fotossintese das plantas atingiram 0 mmol.m™.s™, cinco
plantas do tratamento sem rega foram reidratadas para saber o tempo de recuperacdo
total da fotossintese equivalente a das plantas irrigadas). Este procedimento perdurou 24
h, 48h e 72h para que a fotossintese fosse totalmente reestabilizada nas plantas
reidratadas. O experimento totalizou em 20 plantas, apresentando 10 repeti¢des.

Antes da diferenciacdo dos tratamentos, a mensuragdo da curva de saturacio
luminosa correspondendo aos valores de densidade de Fluxo de Fétons Fotossintéticos
Ativos (DFFFA): 0, 500, 1000, 1500 e 2000 umol.m”.s" foi realizada em folhas
completamente expandidas, localizadas no ter¢o médio superior das plantas de Ziziphus
joazeiro, utilizando o IRGA (analisador de gés infravermelho) (Figura 1). Na curva de
saturagdo luminosa, foi verificado que plantas de Z. joazeiro em condi¢Ges hidricas
normais sob DFFFA 1500 e 2000 umol.m'z.s'l nido apresentaram redugdes na
fotossintese € nem na transpiragdo. Por essa razdo que foi estabelecido e fixado o
DFFFA de 2000 pmol.m™s™ para todas as andlises de trocas gasosas durante o periodo
experimental (Figura 1).

Foram avaliadas durante 31 dias, das 10 as 12 horas da manha, a condutincia
estomatica (gs), a transpiracdo (E), a fotossintese liquida (A), a temperatura foliar (Ty) e
a concentracdo interna de CO, (Ci) em folhas jovens de Ziziphus joazeiro
completamente expandidas, localizadas no ter¢o médio das plantas, com auxilio do
analisador de gds infravermelho (IRGA), modelo LCpro+, fabricado pela ADC
BioScientfic. Foi acoplada ao IRGA a camara foliar de fonte de luz LED para
determinar o Fluxo de F6ton Fotossinteticamente Ativo (FFFA) que foi de 2000 umol.m
25, previamente estabelecido apds a realizacdo a curva de saturacdo luminosa em
mudas de Ziziphus joazeiro sob condicdes hidricas normais (Figura 1). Foram calculadas

também as relacdes de A/E (efici€ncia instantinea da transpiracdo), A/gs (eficiéncia
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intrinseca do uso da 4dgua) e a A/Ci (eficiéncia instantanea de carboxilacdo). Durante as
avaliagOes de trocas gasosas também foram registradas a temperatura do ar (Ty) e a
umidade relativa do ar (UR) por meio de um termo higrometro e esses dados climaticos
foram calculados para obter o Déficit de Pressdo de Vapor (DPV).

O potencial hidrico foliar (¥y,) foi avaliado em trés horarios (antemanhd - 4h,
meio-dia - 12h e as 18h) utilizando-se folhas completamente expandidas, localizadas no
terco médio superior das plantas em que foram avaliadas pelo IRGA. As mesmas foram
envolvidas em filme plastico (PVC), destacadas e colocadas em recipiente de isolante
térmico devidamente refrigerado e este foi levado ao Laboratério de Fisiologia Vegetal
para determinar o potencial hidrico foliar, utilizando-se a Camara de Pressdo de
Scholander, modelo 3035 da “Soil Moisture Equipement Corp”, Santa Barbara,
Califérnia-EUA (SCHOLANDER et al., 1965).

As mesmas folhas usadas no potencial hidrico foliar foram utilizadas para
determinar os teores de pigmentos fotossintéticos como as clorofilas a, b e carotendides,
a partir da maceracdo de 100 mg de matéria fresca de folhas em um almofariz, contendo
10 mL de dlcool a 95% e, em seguida, a amostra foi centrifugada e as leituras dos teores
de clorofilas a e b, bem como dos carotendides foram realizadas nos respectivos
comprimentos de onda de 664 nm, 649 nm e 470 nm, segundo o método de
Lichtenthaler ¢ Buschmann (2001). Os valores das leituras foram substituidos nas
férmulas descritas abaixo e a unidade foi expressa em miligrama por grama de folha

fresca (mg.g ' MF).

Clorofila a (ug/ml) = 13,36 A664— 5,19 A649
Clorofila b (ug/ml) = 27,43 A649 — 8,12 A664
Carotendides (x+c) (ug/ml) = (1000 A470 — 2,13 Clo a — 97,64 Clo b)/ 209

Ao longo das avaliagbes de trocas gasosas, a umidade relativa do ar (UR), a
temperatura do ar (Tar) e o déficit de pressao de vapor (DPV) variaram em média de
48% a 72%, de 29,4°C a 39,9°C e de 1,18 kPa a 3,23 kPa, respectivamente.

Para determinar o percentual de umidade do substrato contido nos vasos, foram
coletadas trés amostras do substrato de cada tratamento. A umidade do substrato teve por

base no método de Buckman e Brady (1974), que foi estimada pela equacdo: 6 = (PSU —
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PSS)/PSS x 100, onde 6 = umidade do solo; PSU = peso do solo timido; PSS = peso do
solo seco.

A determinacdo do teor relativo de d4gua (TRA) foi realizada a partir da pesagem
da massa fresca de folhas (MFF) coletadas em trés horarios (antemanha - 4h, meio-dia -
12h e as 18h) as quais ficaram acondicionadas em placas de petri, sob imersdo a 10 mL
de 4gua destilada e levadas para o refrigerador, onde passaram 24 horas no escuro a 4
°C. Ap0s esse periodo, as folhas foram submetidas a uma nova pesagem para a obtencio
do peso da massa tirgida (MTF) e foram acondicionadas em sacos de papel, e estes
conduzidos a estufa de circulagdo de ar forcada a 70 °C. Por fim, quando atingiram peso
constante, as folhas foram novamente pesadas para obten¢do do peso da massa seca
(MSF) e os valores obtidos foram substituidos na férmula TRA= [(MFF — MSF)/(MTF -
MSF)] x 100 descrita pela metodologia de Weatherley (1950).

Para as anélises bioquimicas foram utilizadas folhas completamente expandidas,
localizadas no terco médio superior da planta. Pesou-se 1g de matéria fresca do limbo da
folha, sem nervura, e macerou em almofariz com 5 mL de solugdo tampao fosfato de
potassio 100 mM, pH 7,0 contendo EDTA a 0,1 mM. A amostra macerada foi filtrada
com um tecido de musselina e centrifugada a 19975 x g por 20 min, em centrifuga
refrigerada para eppendorf. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi utilizado
como extrato para as andlises dos teores de carboidratos soludveis, prolina livre, proteinas
soliveis e aminodcidos livres totais. Os carboidratos soltiveis foram determinados a 490
nm, pelo método de fenol-dcido sulfirico (DUBOIS et al., 1956) utilizando-se D-(+)-
glucose como padrio. A concentragdo de prolina livre foi determinada a 520 nm, pelo
método da ninhidrina e acido fosférico (BATES, 1973), utilizando-se a prolina como
padrdo. A determinagdo de proteina foi realizada a 595 nm, pelo método da ligagcdo ao
corante coomassie brilliant blue (BRADFORD, 1976), utilizando-se albumina sérica
bovina como padrido. Os aminoacidos (AA) foram analisados a 570 nm, pelo método de

ninhidrina (YEMM; COCKING, 1955), utilizando-se glicina como padréo.
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Figura 1. Curva de saturacdo luminosa de diferentes intensidades de fluxo de fétons

fotossinteticamente ativos (FFFA) em folhas de plantas jovens de Ziziphus joazeiro

Mart. em condi¢des hidricas normais. Médias seguidas por letras iguais, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).
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Os dados foram tratados pela andlise de varidncia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, com auxilio do

programa Assistat versdo 7.5.

4.3.3 Resultados e discussao

A quantidade de dgua disponivel no solo, no 28° dia de estresse, para plantas de
Ziziphus joazeiro sem rega (7,35%) apresentou 70% inferior em relacdo as plantas

irrigadas (22,60%) (Figura 2).
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Tratamentos hidricos

Figura 2. Percentual de umidade do solo contido no vaso em que as plantas jovens de
juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) foram submetidas ao déficit hidrico. Médias e desvios

padrao.

O déficit hidrico afetou quase todos os parametros fisiolégicos nas plantulas de
Z. joazeiro. A transpiracdo (E), a condutancia estomadtica (gs) e a fotossintese liquida (A)

ap6s 14 dias de retencdo de dgua também foram reduzidas significativamente pelo
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déficit hidrico. Estas reducdes foram cerca de 42%, 71% e 38%, respectivamente
(Figura 3). Com o passar do tempo esses valores foram diminuindo gradualmente até os
28 dias de tratamento, quando as plantas foram reidratadas novamente. No entanto, para
a concentracdo interna de CO, (Ci), esse esgotamento ocorreu mais cedo, apds 12 dias
de retengdo de dgua. Trés dias apds a reidratagdo, A, gs, E e Ci foram recuperados em
niveis semelhantes as plantas controles (Figura 3). Embora essas plantas tenham
restringido absorcdo de 4gua minima por meio dos processos fisioldgicos. Para Medrano
et al. (2009) o controle estomatico permite uma manutencio de baixas taxas das trocas
gasosas em plantas adaptadas a seca ou aclimatadas s@o geralmente mais eficiente no
uso da dgua mantendo uma abertura estomdtica minimo para entdo poder assimilar
quantidade suficiente uma CO, para que ocorra os processos fotossintéticos.

Esse fato ocorrido no presente trabalho também foi constatado por Nogueira e
Silva (2002) em que as redugdes nas taxas de transpiragdo da barauna (Schinopsis
brasiliensis Engl.) foram devidas ao prolongamento do estresse em 20 dias de
tratamento.

Diferencas significativas (P <0,05) entre os tratamentos da 4gua foram
observados apds 12 dias de estresse para A/gs e depois de 18 dias para A/Ci (Figura 3).
As plantas estressadas apresentaram maior eficiéncia intrinseca do uso da agua (A / gs)
das plantas de controle, aumentando cerca de 40%. Inversamente, a eficiéncia
instantanea de carboxilacdo (A/Ci) reduzida em plantas submetidas a estresse hidrico e
as diferencas significativas ndo foram observadas para a eficiéncia do uso da dgua (A /

E) e na temperatura foliar (Tf) (Figura 3).
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Figura 3. Fotossintese liquida (A), concentracdo interna de CO, (Ci), condutincia

estomadtica (gs), transpiracdo (E), efici€ncia intrinseca do uso da dgua (A/gs), eficiéncia

instantanea da transpiracdo (EIT), eficiéncia instantanea de carboxilacdo (A/Ci) e
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temperatura foliar (Tf) de plantas jovens de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.)
submetidas ao déficit hidrico. Valores médios de seis determinagbes e as barras o
desvio-padrao. As setas indicam o dia que houve a reirrigacdo de cinco plantas

selecionadas do tratamento sem rega.

Alteracdes bioquimicas foram observadas nas folhas das plantas sob estresse
hidrico, aumentando a prolina, proteinas soldveis e aminodcidos livres cerca de 50%,
60% e 21%, respectivamente, quando comparadas as plantas controle. No entanto,
aumentos significativos no teor de carboidratos ndo foram observados em plantas sob
déficit hidrico (Tabelal). Apdés a reidratagdo, proteina, prolina e conteido de
aminodacidos reduziram para niveis préximos as plantas-controle. (Tabela 1).

Ao contrério das folhas, houve um grande aumento no contetido de carboidratos
nas raizes, cerca de 233% em comparagdo com as plantas controle (Tabela 1). Junto com
os carboidratos, houve aumento significativo nos teores de prolina (110%) e proteina
(42,6%) nas raizes, mas os aminodcidos ndo diferiram significativamente para as plantas
controle (Tabela 2). Apds a reidratagdo, carboidratos, prolina e proteina reduzida para
valores préximos aos das plantas controle, tanto como ocorreu com as folhas (Tabela 2).

Para Kramer e Boyer (1995) o acimulo de aminodcidos e carboidratos nas
células dos oOrgdos da planta (folha e raiz) € normalmente observado durante a
desidratacdo. A concentracio desses solutos compativeis contribui para aclimatacio da
fotossintese, uma vez que evita a inibi¢do do metabolismo da mesma.

Tabela 1. Concentracdo de carboidratos soldveis, prolina livre, proteina soldvel e
aminodacidos livres em folhas e raizes de plantas jovens de juazeiro (Ziziphus joazeiro

Mart.) submetidas ao déficit hidrico em casa de vegetacao.

Carboidratos Prolina Proteinas Aminoacidos
Tratamentos hidricos  (umol.g’ MF) (umolg’ MF) (ug.g’ MF) (umol.g™ MF)
Folhas
Irrigadas 139,53 ab 1,74 b 6317,80 ¢ 22,57b
Sem rega 147,43 a 3,50a 15816,43 a 28,61 a
Reirrigadas 106,46 b 1,11b 7834,51b 24,03 b
Raizes
Irrigadas 28,93 ¢ 0,39b 1612,42 b 24,05 a
Sem rega 96,47 a 0.82a 2299,50 a 24,60 a
Reirrigadas 49,70 b 0,46 b 1582, 68 b 22.65a

Médias seguidas por letras iguais, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).
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De forma inversa a clorofila a, na clorofila b as plantas sem rega (2,67 mg.g'1 MF)
aumentaram 2 vezes em relagdo as plantas irrigadas (1,38 mg.g'1 MF). J4 nas plantas
reirrigadas esse pigmento fotossintético reduziu em 29,7% quando comparado com as
sem rega (Figura 4).

Clorofila a e clorofila a/b foram significativamente afetadas pelo estresse
hidrico (Figura 4). As reducdes foram de cerca de 22% e 44,5%, respectivamente. Por
outro lado, houve um aumento no teor de clorofila » em plantas sob estresse hidrico,
quando comparado com o controle (Figura 4). Trés dias ap6s a reidratacdo das
plantas, houve uma recuperacio da clorofila a e redugdes no teor de clorofila b nas

plantas reidratadas, o que fez aumentar a razao das clorofilas clo,/clo, (Figura 4).
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Figura 4 - Teores de clorofila a, b e razao das clorofilas a/b em folhas de plantas jovens
de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) submetidas ao déficit hidrico. Médias seguidas por

letras iguais, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).
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A clorofila total das folhas determinada pelo medidor de clorofila (SPAD) ndo
apresentou diferencas significativas entre os tratamentos hidricos, cuja variagdo média

foi de 38,2 a 50,5 por unidade de SPAD (Figura 5).
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Figura 5 — Concentragdo de clorofila total determinada pelo medidor de clorofila
(SPAD) em folhas de plantas jovens de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) submetidas ao
déficit hidrico. Médias seguidas por letras iguais, ndo diferem estatisticamente entre si

pelo teste Tukey (P < 0,05).

O teor de carotendides também ndo apresentou diferenga significativa entre os
tratamentos hidricos, uma vez que os valores médios variaram de 152,85 ug. g'1 MF a
171, 24 pg.g” de MF (Figura 6). Apesar ndo haver diferenca entre os tratamentos, nota-
se que a concentracdo de carotendides teve certa tendéncia a aumentar nas plantas sem

rega (171, 24 ug.g'1 de MF) (Figura 6). Essa observacdo pode estar relacionada com a
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diminui¢do da clorofila a verificada na Figura 4, pois os carotendides tém a funcdo de
proteger as clorofilas contra a oxidacdo. Essa oxidacdo pode ocorrer pela radiagdo

intensa ou até mesmo pela intensidade do déficit hidrico.
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Figura 6 - Teores de carotenéides em folhas de plantas jovens de juazeiro (Ziziphus
joazeiro Mart.) submetidas ao déficit hidrico. Médias seguidas por letras iguais, ndo

diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

Teor relativo de dgua (TRA) nas folhas foi significativamente reduzido pelo
déficit hidrico apds 28 dias de tratamento ao meio-dia (TRA = 76%), no horario de
maior demanda atmosférica por evaporacdo, quando comparadas as plantas controle
(Figura 7). No entanto, em seis horas uma pequena recuperacao foi observada (cerca
de 13%), seguido de uma noite cheia de recuperacdo mais como observado no TRA

madrugada (Figura 7). Houve uma recuperacdo nas plantas estressadas 3 dias apds a
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reidratacdo (90% do TRA). Este valor foi observado em quatro horas e cerca de 88%
ao meio-dia, devido a alta temperatura e DPV.

No hordrio das 18h, as plantas sem rega apresentaram certo aumento no TRA de

suas folhas, porém ndo foi o bastante, visto que apresentavam 7,6% de desidratagcdao

quando comparadas com as plantas sob irrigacao.
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Figura 7 — Teor relativo de dgua (TRA) em folhas de plantas jovens de juazeiro
(Ziziphus joazeiro Mart.) submetidas ao déficit hidrico. Médias seguidas por letras
iguais minusculas para tratamentos e maidsculas para os hordrios ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).

A deficiéncia hidrica induziu redugdes no potencial hidrico foliar (¥w) em

plantas estressadas em todas as horas de avaliacdo quando comparadas as plantas
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controle (Figura 8). Apds a reidratacdo Ww recuperou seus valores proximos aos das
plantas controle (Figura 8).

De forma inversa aos resultados do presente trabalho, Silva et al. (2009b)

verificaram que o potenciai hidrico da folha dos genétipos de Spondias tuberosa Arruda

(umbu) permaneceu sempre proximo de zero, em torno de -0,5 MPa.
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Figura 8 — Potencial hidrico foliar (¥y,) de plantas jovens de juazeiro (Ziziphus joazeiro
Mart.) submetidas ao déficit hidrico. Médias seguidas por letras iguais mintisculas para
tratamentos e maidsculas para os hordrios ndo diferem estatisticamente entre si pelo

teste Tukey (P < 0,05).
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4.3.4 Conclusao

Plantas de Z. joazeiro apresentaram durante o periodo de deficiéncia hidrica
comportamentos estomdtico e ndo estomdtico, respondendo também como espécies
anisohydrics. Apresentando reducdes nas taxas transpiratdrias, condutincia estomadtica e
concentracdo interna de CO, para manter a fotossintese baixa e a eficiéncia do uso da
dgua elevada. Os baixos valores de turgescéncia celular e do potencial hidrico foliar
foram viabilizados pelo acimulo de solutos orgéanicos nas folhas e raizes favorecendo
assim, a absor¢@o de dgua pelas plantas. Portanto, essa espécie demonstrou uma elevada
plasticidade em tolerar o déficit hidrico mesmo apresentando mudangas bioquimicas e
permanecendo com as suas fungdes fisioldgicas limitadas por um periodo maior de

tempo.
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S. EXPERIMENTO IV

Influéncia da sazonalidade nas relacoes hidricas, bioquimicas,
composicao de n-alcanos da cuticula e densidade estomatica de folhas

de Ziziphus joazeiro Mart. na regiao semiarida de Pernambuco
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Resumo

O trabalho teve o objetivo de avaliar o potencial hidrico, teor relativo de dgua, a densidade
estomadtica, solutos organicos e n-alcanos da cuticula de folhas de plantas adultas de Ziziphus
joazeiro Mart sob o efeito da sazonalidade. A pesquisa de campo foi realizada na Estacdo
Experimental José Nilson de Melo (coordenadas de 8° 14’ 18” S e 35° 54’ 577 W), base fisica
do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), no Municipio de Caruaru-PE, durante o
periodo de 2008 a 2010. Inicialmente, a area de estudo foi identificada e os 20 individuos
foram demarcados e avaliados quanto a biometria. O delineamento foi inteiramente
casualizado apresentando dois tratamentos (estacdes secas e chuvosas), trés épocas de
avaliagdo (2008, 2009 e 2010) e as repeticdes foram os 20 individuos amostrados. As
avaliagdes do potencial hidrico foliar e do teor relativo de dgua foram realizadas as 12h (meio
dia), como também foram coletadas as 12 h (meio dia) folhas e ramos para as andlises de
bioquimica, densidade estomdtica e de n-alcano. Nas estagdes secas o potencial hidrico
permaneceu sempre abaixo de -2 MPa. No periodo seco do ano de 2010 o Ww atingiu -
4MPa. O teor relativo de dgua também reduziu nos trés anos, sendo que no ano de 2008 a

reducdo da turgescéncia da folha foi mais intensa.

Palavras-chave: Potencial hidrico foliar, teor relativo de 4gua, densidade estomaética, solutos

organicos e n-alcanos.
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Influence of season on water relations, biochemical composition of n-alkanes
of the cuticle and stomatal density of leaves of Ziziphus joazeiro Mart. in

the semiarid region of Pernambuco

Abstract

The study aimed to evaluate the water potential, relative water content, stomatal density,
organic solutes and n-alkanes from the cuticle of leaves of mature plants of Ziziphus joazeiro
Mart under the effect of seasonality. The field research was conducted at the Experimental
Station Nilson José de Melo (coordinates 8 © 14 '18 "'S and 35 ° 54' 57" W), physical basis of
the Agronomic Institute of Pernambuco (IPA) in the municipality of Caruaru-PE During the
period 2008 to 2010. Initially, the study area was identified and 20 individuals were marked
and evaluated for biometrics. The completely randomized design featuring two treatments
(dry and rainy seasons), three times (2008, 2009 and 2010) and the repetitions the 20
individuals sampled. The assessments of leaf water potential and relative water content were
performed at 12 (noon), as also were collected at 12 h (noon) leaves and twigs to the analysis
of biochemical and stomatal density of n-alkane. In the dry seasons when water potential
remained below -2 MPa. In the dry period of 2010 reached the WYw - 4MPa. The relative
water content also decreased in the three years, and in 2008 the reduction of leaf turgor was

more intense.

Key words: Leaf water potential, relative water content, stomatal density, organic solutes

and n-alkanes.
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5.1 Introducao

z

A seca é um dos fatores climdticos de maior importincia, pois chega a limitar o
crescimento, o desenvolvimento e conseqiientemente a produtividade de espécies vegetais no
mundo (REGIER et al., 2009). No presente momento, com o aumento do aquecimento global
causado pela consequéncia da acdo humana, poderd intensificar ainda mais o periodo de seca
nas regides dridas e semidridas da Terra (GERGINO, 2007; FEARNSIDE, 2006;
KOOHAFKAN; STEWART, 2008), o que pode levar ao comprometimento da sobrevivéncia
de algumas espécies nativas adaptadas morfofisiologicamente aquelas dreas quase indspitas.

Plantas que habitam ambientes aridos e semiaridos estdo constantemente sofrendo
injurias dos tipos bidticos e abidticos, sendo que estes sdo mais pronunciados por causa da
periodicidade sazonal do clima (verdo e inverno), pela variacdo da radiacdo, da duragdo do
dia, pelas mudangas constantes de temperatura e da quantidade de precipitacdo que ocorrem
ao longo do ano (LARCHER, 2004). Sujeitas a essas altera¢des climdticas, as plantas toleram
na forma de mecanismos por alto potencial hidrico e/ou por baixo potencial hidrico
(NOGUEIRA et al., 2005).

O juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) é uma drvore xerdfita pertencente a familia
Rhamnaceae, que cresce naturalmente em toda vegetacdo da Caatinga, no semidrido do
Nordeste do Brasil (LORENZI, 2008). Conhecida como planta medicinal € muito utilizada
pela populagdo local para fins terapéuticos no combate a bronquite e micoses. A industria
farmacéutica também extrai o seu principio ativo que € a saponina para produzir Xxampus e
dentifricios. Além disso, serve de alimento para o rebanho caprino e sombra para o gado
durante a estacdo seca, por apresentar sempre com folhas (CARVALHO, 2007; LORENZI,
2008). Apesar da importidncia econdmica que o juazeiro apresenta, ha poucos trabalhos
envolvendo o seu comportamento fisiolégico, bioquimico e morfoquimico de plantas adultas
de juazeiro sob o efeito da sazonalidade. Diante disso, o trabalho objetivou em avaliar o
potencial hidrico, o teor relativo de 4gua, a densidade estomdtica, compostos soliiveis e a
composi¢ido quimica de n-alcanos da cuticula de folhas de individuos adultos de Ziziphus

Jjoazeiro Mart.
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5.1.1 Material e métodos

5.1.2 Descricao da area de estudo

A pesquisa de campo foi realizada na Estacdo Experimental José Nilson de Melo, base
fisica pertencente ao Instituto Agrondémico de Pernambuco (IPA), que teve inicio em maio de
2008 e finalizou em dezembro de 2010.

A referida estag@o (coordenadas de 8° 14’ 18” S e 35° 54’ 57” W), a 537 m de altura e
abrangendo uma drea de 190 ha estd localizada no Municipio de Caruaru—PE, a 138 km do
Recife (Figura 1). O clima € classificado como estacional, com temperatura média anual de
22,7 °C e precipitagdo média anual de 694 mm cuja seca ocorre por seis meses (agosto a
fevereiro). O solo é caracterizado como Podzdlico Amarelo tb eutréfico, abrupto, A moderado,

de textura franco arenosa (ALCOFORADO FILHO et al., 2003; PEREIRA et al., 2008).

5.1.3 Demarcacao da area de estudo, mensuracoes e periodos de coleta.

Inicialmente, a area de estudo foi identificada e demarcada com auxilio de um GPS de
marca Garmin, onde os 20 individuos adultos de juazeiro que se encontravam situados
proximos entre si foram selecionados e, posteriormente estudada a biometria, com
mensuracdes da circunferéncia do caule a 30 centimetros do solo, a projecao da copa e a altura
estimada cujas médias foram de 39,44 cm, 8,64 m e 4,18 m, respectivamente.

Em todos os anos de avaliacdo (2008, 2009 e 2010) em que houve as coletadas de
matéria vegetal também foram coletados os dados pluviométricos da 4rea em que se
encontravam os individuos de Ziziphus joazeiro Mart selecionados (Figura 1).

As coletas de material vegetal destinadas para as avaliacdes de TRA, potencial hidrico
foliar, bioquimica, densidade estomdtica e composicdo quimica de cera epicuticular foram
realizadas nas estacdes secas e chuvosas dos anos 2008, 2009 e 2010. Durante o periodo
chuvoso as coletas foram feitas em dias ensolarados e /ou parcialmente nublados, uma vez que
para determinar as referidas avaliacdes de relacdes hidricas é necessério que as folhas estejam

secas.
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O potencial hidrico foliar (W) foi avaliado as 12 horas (meio dia), utilizando-se ramos
localizados nas dire¢des dos pontos cardeais norte, sul, leste e oeste da copa de cada individuo
adulto no campo, que continham de 2 a 3 pares de folhas jovens completamente expandidas,
os quais foram envolvidos em filme plastico (PVC), destacados e colocados em recipiente de
isolante térmico devidamente refrigerado e este foi levado ao Laboratério de Fisiologia
Vegetal para determinar o potencial hidrico dos ramos, utilizando-se a Camara de Pressdo de
Scholander, modelo 3035 da “Soil Moisture Equipement Corp”, Santa Barbara, Califérnia-
EUA (SCHOLANDER et al., 1965).

Para a determinagdo do teor relativo de 4gua (TRA), foram utilizadas quatro folhas de
cada ramo coletado as 12h (meio-dia), localizado na dire¢do de cada ponto cardeal (norte, sul,
leste oeste) da copa da arvore. As folhas foram pesadas para obtencdo da massa fresca (MF),
posteriormente foram acondicionadas em placas de petri, sob imersdio a 20 mL de dgua
destilada e levadas para o refrigerador, onde passaram 24 horas no escuro a 4 °C. Apds esse
periodo, as folhas foram submetidas a uma nova pesagem para obtencdo do peso da massa
tirgida (MT) e foram acondicionadas em sacos de papel, e estes conduzidos a estufa de
circulag@o de ar forcada a 70 °C. Por fim, quando atingiram peso constante, as folhas foram
novamente pesadas para obtencdo do peso da massa seca (MS) e os valores obtidos foram
substituidos na férmula de TRA descrita abaixo, pela metodologia de Weatherley (1950). TRA
=[(MF -MS)/ (MT - MS) x 100]

As folhas completamente expandidas, expostas a radiacio e posicionadas nas dire¢oes
dos pontos cardeais: norte, sul, leste e oeste da copa de cada arvore, foram coletadas,
envolvidas com papel aluminio e colocadas em recipiente de isolante térmico devidamente
refrigerado para se proceder as andlises bioquimicas no Laboratdrio.

Para proceder as andlises bioquimicas, pesou-se 1g de matéria fresca do limbo da
folha, sem nervura, e macerou-se em almofariz com 5 mL de solucdo tampao fosfato de
potassio 100 mM, pH 7,0 contendo EDTA a 0,1 mM. A amostra macerada foi filtrada com
tecido de musselina e centrifugada a 19975 x g por 20 min, em centrifuga refrigerada para
eppendorf. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi utilizado como extrato para as
andlises dos teores de carboidratos soluveis, prolina livre, proteinas soliveis e aminoacidos

livres totais.
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Figura 1. Localizacdo da area de estudo — Estacdo Experimental de José Nilson de Melo

(IPA), Caruaru-PE. Fonte: Monteiro et al. (2006).



Precipitaciao (mm)

Silva, M. A.V. Caracterizac¢ao fisioanatdmica e bioquimica ... 146

300

250

200

150

100

50

0 | | | | 1 | | |
jan fev mar abri mai jun jul ago set out nov dez

Meses

Figura 2. Precipitacdo de trés anos consecutivos (2008, 2009 e 2010), no campo da Estacdo
Experimental José Nilson de Melo, do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), Caruaru—

PE.

Os carboidratos soliveis foram determinados a 490 nm, pelo método de fenol-acido
sulfirico (DUBOIS et al., 1956) utilizando D-(+)-glucose como padrido. A concentragdo de
prolina livre foi determinada a 520 nm, pelo método da ninhidrina e 4cido fosférico (BATES,
1973), utilizando-se a prolina como padrdo. A determinagdo de proteina foi realizada a 595
nm, pelo método da ligacdo ao corante coomassie brilliant blue (BRADFORD, 1976),
utilizando-se albumina sérica bovina como padrdo. Os aminodcidos foram analisados a 570
nm, pelo método de ninhidrina (YEMM; COCKING, 1955), utilizando-se glicina como
padrdo.

A densidade estomatica foi analisada a partir de moldes extraidos da epiderme inferior

de folhas expostas ao sol, aplicando-se duas camadas de esmalte incolor sobre a superficie
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inferior da folha. Depois de secos, os moldes foram retirados cuidadosamente com uma pinga
e colocados em laminas histoldgicas devidamente identificadas, e sobre cada molde foi posta
uma laminula. A ldmina foi analisada no microscépio modelo 10 -1B de marca Olerman,
realizando-se a contagem dos estomatos com a objetiva de 40/0,65 e uma ocular de marca
Bach WF de tela graduada micrométrica. Apés a contagem, a densidade estomadtica foi
calculada pelo nimero de estdmatos/mm? de superficie.

A extracdo de cera epicuticular foi realizada no Laboratério de Ecofisiologia Aplicada
e Fitoquimica (LEAF), do Centro de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de
Pernambuco. O material foliar para todos os experimentos foi coletado obedecendo as
dire¢des dos pontos cardeais: norte, sul, leste e oeste da copa de cada individuo adulto de
Ziziphus joazeiro, o qual foi acondicionado em sacos de papel perfurados, para ser seco em
ambiente sombreado e ao ar livre. As folhas secas foram destacadas dos ramos, pesadas e
colocadas, por meio de uma pinca em por¢des pequenas num becker contendo 200 mL do
solvente diclorometano para serem lavadas, ficando submersas por 30 segundos para que a
cera fosse totalmente removida pelo solvente. Esse procedimento foi realizado duas vezes.
Apds a remocdo da cera das folhas o solvente foi filtrado para retirar as impurezas e em
seguida evaporado em evaporador rotativo para obtencdo da cera. A cera foi transferida para
frascos de vidro para secar. Para identificacio dos constituintes das ceras, a mesma foi
fracionada por cromatografia em camada delgada utilizando como adsorvente gel de silica G
60 impregnada com fluoresceina sddica a 0,4%. Os constituintes foram separados por
cromatografia em camada delgada tendo como solvente de arraste o diclorometano e em
seguida visualizados sob luz UV de ondas longas, para identificacio e demarcacdo do
composto n-alcano. A camada de n-alcano foi devidamente retirada da placa e pesada, para
depois ser isolada por meio de filtragem utilizando o diclorometano como solvente. O teor
médio de cera epicuticular foi calculado pela razdo entre a quantidade de cera extraida das
folhas pelo peso seco de folhas em mg. Esse procedimento de extragdo da cera foi realizado de
acordo com a metodologia de Oliveira et al. (2003), com ligeira modificacao.

A identifica¢do dos n-alcanos foi realizada por cromatografia gasosa, no Laboratério
de Recursos Econdmicos e Fitoquimicos, do Departamento de Biologia, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Para tanto, o n-alcano foi quantificado por meio de
cromatografia em fase gasosa (cromatdgrafo de marca Shimadsu 17A ver 3.0) tendo hélio
como gas de arraste com fluxo constante de 1 cm’/min. Foi utilizada uma coluna capilar de

silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm) e temperatura inicial de 150 °C/ 2 min, elevando-se 4
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°C/min até 300 °C. A temperatura do injetor e do detector foi 300 °C. A identifica¢do do n-
alcano foi realizada através de comparacdo com amostras auténticas com os dados da
literatura.

Os dados foram tratados pela andlise estatistica, a qual foi adotada como delineamento
experimental inteiramente casualizado com ndmeros de repeti¢cdes iguais. Foram consideradas
como tratamento as estacdes secas e chuvosas e como épocas de avaliagdo os anos
consecutivos (2008, 2009 e 2010), e as repeticdes os 20 individuos amostrados, os quais
passaram por uma andlise de varidncia (ANOVA), e as médias comparadas pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, com auxilio do programa Assistat versao 7.5.

5.2 Resultados e discussao

As arvores de juazeiro sob o efeito sazonal apresentaram em suas folhas potenciais
sempre negativos, inferiores a -2 MPa, tanto nas duas estagdes, seca e chuvosa, quanto nos
trés anos de avaliacdo (2008, 2009 e 2010) (Figura 3). De forma contréria ao presente estudo,
Trovao et al. (2007) verificaram que na estagdo seca de uma regido semi-arida da Paraiba, o
juazeiro manteve-se o sempre com potencial hidrico a - 0,70 MPa.

No primeiro ano de avaliacdo (2008) as plantas apresentaram nos dois periodos
sazonais, chuvoso (-3,8 MPa) e seco (-3,9 MPa) potenciais hidricos bastante negativos,
préximos a -4 MPa diferindo entre si (Figura 3), porém, no ano de 2009, os potenciais hidricos
referentes aos periodos chuvoso (18,8%) e seco (27%) foram significativamente superiores em
relacdo aos mesmos periodos do ano de 2008. J4 no ano de 2010, o potencial hidrico tornou-se
ainda mais negativo nos dois periodos sazonais, seco (-4,56 MPa) e chuvoso (-3,69 MPa),
reduzindo de forma significativa em 31% e 24%, respectivamente, em relagdo aos mesmos
periodos do ano de 2009 (Figura 3).

Essas observagdes podem ser fundamentadas pelas precipitacdes ocorrentes nos anos
de 2009 e 2010, que apresentaram no periodo seco uma precipitacio média de 44,83 mm e
33,74 mm, e para o periodo chuvoso de 90,54 mm e 122,24 mm, respectivamente (Figura 2).
Isso pode ser uma justificativa do potencial hidrico ter sido muito negativo, no periodo seco,
do ano de 2010, apesar de que a precipitagdo durante o periodo chuvoso desse ano tenha
ocorrido em maior intensidade do que no ano de 2009.

Zhang et al. (2010) estudando o efeito da seca em plantas de trés anos de idade de

Ziziphus jujuba Mill. em campo, verificaram que o prolongamento do estresse fez decrescer
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gradativamente o potencial hidrico foliar, o qual alcancou aproximadamente -2,6 MPa.

Ao estabelecer uma comparagéo dos dois periodos sazonais referentes aos anos 2008 e
2010, verificou-se que no periodo chuvoso do ano de 2008 houve uma diminui¢do
significativa de 4,6% do potencial das folhas quando comparado com o ano de 2010.
Enquanto que neste ano, para o periodo seco apresentou-se 15% inferior o seu potencial em
relacdo ao do mesmo periodo do ano de 2008 (Figura 3). Embora a precipitacdo do ano de
2008 para o periodo seco tenha sido 27,44 mm, bem inferior a precipitagcdo do ano de 2010
que foi de 33, 74 mm (Figura 2), o potencial hidrico de 2010 foi menor que -4 MPa (Figura 3).

Quanto ao aspecto visual, observou-se também em campo, no periodo seco dos anos de
2008, 2009 e 2010, que a maioria das plantas de Z. joazeiro estavam perdendo as suas folhas e
as drvores estavam ficando quase que totalmente desfolhadas (Figura 5). Essa evidéncia foi
mais pronunciada no ano de 2010, observado em todas as plantas e, as mesmas estavam
emitindo novas folhas, havendo também aparecimento de inflorescéncia (relatos das
observagdes visuais da autora).

A perda de folhas pelo Z. jozeiro foi constatada também por Barbosa et al. (2003), que
observaram no més de dezembro substituicdo das suas folhas velhas por folhas jovens. Esse
aspecto também foi enfatizado por Carvalho (2007) que quando o solo fica com escassez de
dgua, hd desfolhagem por completo das drvores de juazeiro; sendo que € raro apresentar esses
sintomas de estresse.

A seca reduziu significativamente o teor relativo de dgua (TRA) nas folhas de Z
joazeiro em 10,61% quando comparado com o periodo chuvoso (Figura 4). Confrontando os
periodos sazonais em relacdo a cada época de avaliagdo, notou-se que na fase seca do ano de
2008 (70,19%) houve uma maior perda da turgescéncia nas folhas, cerca de 14% seguida dos
anos de 2009 (80,72%) e 2010 (82,73%) que apresentaram diminuicdo de 7,3% e 10%,
respectivamente, quando comparadas com a fase chuvosa para os mesmos anos (Figura 4). Ao
examinar cada periodo entre as épocas de avaliagdo, houve diferenga significativa nos dois
periodos seco e chuvoso entre os anos de avaliacdo (Figura 4). Durante o periodo seco, a perda
da turgescéncia das folhas de Z. joazeiro para o ano de 2008 foi de 13% e 15% quando
comparado com os anos de 2009 e 2010, respectivamente (Figura 4). Essa perda da
turgescéncia pode ser explicada pela a precipitagdo média ocorrida no periodo seco do ano de
2008 (27,44 mm) que foi aproximadamente 39% e 19% inferior aos anos de 2009 (44,83 mm)
e 2010 (33,74 mm), respectivamente (Figura 2).
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Figura 3 — Potencial hidrico foliar (¥y,) de plantas adultas de juazeiro (Ziziphus joazeiro
Mart.) em ambiente natural da Estacdo Experimental José Nilson de Melo, do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA), Caruaru - PE. Avaliagdes realizadas nos periodos secos e
chuvosos dos anos 2008, 2009 e 2010. Médias seguidas por letras iguais maidsculas para
periodos sazonais e mindsculas para os anos de avaliacdo, ndo diferem estatisticamente entre

si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Embora no periodo chuvoso tenha apresentado certo aumento significativo em relacéo
ao periodo seco entre as épocas de avaliagdo, no ano de 2008 (81,80%) o TRA ainda manteve-
se em 6% e 11%, menor do que nos anos de 2009 (87,09%) e 2010 (92,51%), respectivamente
(Figura 4). Essa perda da turgescéncia pode ser explicada pela precipitagdo média ocorrida no
periodo chuvoso do ano de 2008 que foi de 98,9 mm, bem menor em relagdo ao ano de 2010
que apresentou uma precipitacdo de 122,24 mm (Figura 2). No entanto, quando comparado

com o ano de 2009 (90,54 mm), a precipitagdo de 2008 foi um pouco maior cerca de 8%, mas
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mesmo assim, ndo foi o suficiente para que o TRA das folhas, durante o periodo chuvoso de

2008 fosse capaz de elevar-se (Figura 2).
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Figura 4 — Teor relativo de dgua (TRA) de folhas de plantas adultas de juazeiro (Ziziphus
joazeiro Mart.) em ambiente natural da Estacdo Experimental José Nilson de Melo, do
Instituto Agrondémico de Pernambuco (IPA), Caruaru - PE. Coletas realizadas as 12 horas, nos
periodos secos e chuvosos dos anos de 2008, 2009 e 2010. Médias seguidas por letras iguais
maitsculas para periodos sazonais e mintsculas para os anos de avaliagdo, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

De maneira geral, a seca ndo induziu aumento de solutos organicos nas folhas, exceto
para os aminodcidos que apresentaram 22% de acréscimo na sua concentracio (Tabela 1). O
acumulo de carboidratos entre os periodos sazonais foi minimo néo atingindo 1% de diferenca
(Tabela 1). Mas, ao comparar as estacdes secas e chuvosas em cada época de avaliagdo,
constatou-se que para os anos de 2008 e 2010, apresentou aumento de 4,4% e 22%,

respectivamente, de forma significativa, para o periodo seco em relagdo ao chuvoso.
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No entanto, s6 no ano de 2009, houve uma diminuicdo significante de 21% na fase

seca em relagdo a fase chuvosa (Tabela 1).
Ao examinar as épocas de avaliacdo em cada periodo sazonal, verificou-se que no periodo
seco do ano de 2009, a concentracdo de carboidratos foi 9% e 8,5%, menor quando comparada
com os anos de 2008 e 2010, respectivamente (Tabela 1). J4 para o periodo chuvoso, no ano
de 2010, houve redugdes de 18,5% e 33% em relagdo aos anos de 2008 e 2009,
respectivamente (Tabela 1).

A concentracdo de proteinas foi aproximadamente 19,6% menor para a fase seca do
que para a fase chuvosa (Tabela 1). Esse acimulo, possivelmente tenha ocorrido pela sintese
de proteinas, é tanto que, a concentragdo de aminodcido diminuiu um pouco no periodo
chuvoso (Tabela 1). Esse tipo de comportamento metabdlico da planta é confirmado por
Larcher (2004) uma vez que o metabolismo das proteinas € bastante acelerado por causa da
sua relacdo direta com o crescimento dos 6rgaos vegetais.

Quando se relaciona os periodos sazonais dentro de cada ano, verificaram-se 32%,
64,4% e 92% menores concentragdes de proteinas no periodo seco dos anos de 2008, 2009 e
2010, respectivamente, quando comparados com os mesmos anos para o periodo chuvoso
(Tabela 1). Mas, correlacionando entre as épocas de avaliagdo dentro de cada fase sazonal, foi
constatada na fase seca diferenca significativa no ano de 2009, que aumentou a quantidade de
proteinas em 47% nas suas folhas do que nos demais anos para a mesma fase sazonal (Tabela
1). J4 na estacdo chuvosa foi diferente, uma vez que houve diferenca estatistica entre as
épocas de avaliacdo e, o ano de 2010 sobressaiu com um aumento de 89% e 61% em relagao
aos anos de 2008 e 2009, respectivamente (Tabela 1).

Nas folhas de Z. joazeiro foi verificada menor concentra¢do de prolina tanto na estacao
seca quanto na estacdo chuvosa para todas as épocas de avaliacdo em relagdo aos demais
solutos (Tabela 1). Ao comparar as duas estacdes, verificou-se uma pequena reducdo de
aproximadamente 1% na concentracdo de prolina no periodo seco em relacdo ao periodo
chuvoso (Tabela 1). E ainda mais, se comparar a fase seca e chuvosa de cada época de
avaliacdo, nota-se que s6 houve diferenca significativa no periodo seco para o ano de 2010
que reduziu em 29,6% quando comparado com a fase chuvosa (Tabela 1).

Em relag@o as épocas de avaliacdo de cada estacdo sazonal, foi verificado que na fase
seca para a época de 2010, houve uma diminuicdo de 40% e 42% da concentracio de prolina
em relacdo as épocas 2008 e 2009, respectivamente (Tabela 1). Porém, na fase chuvosa nao

houve diferenca significativa entre as épocas de avaliacdo (Tabela 1).
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Silva et al. (2004) estudando as concentracdes de prolina em dez espécies de
ocorréncia na Caatinga, no periodo seco, verificaram que dentre essas espécies estudadas o
Ziziphus joazeiro foi um dos que apresentaram menor concentracao de prolina nas folhas.

Diferentemente dos resultados dos outros solutos organicos analisados, observou-se
nas folhas um maior acimulo de aminodcido (AA) cerca de 22% no periodo seco em relacdo
ao periodo chuvoso (Tabela 1). Esse aumento de AA nas folhas durante o periodo seco se
deve pelo fato desse soluto orginico estar relacionado com a desidratacdo do tecido foliar
provocado pelo déficit hidrico (URANO et al., 2010).

Nas épocas de 2008 e 2009, observou-se aumento significativo de AA em 11% e 45%
no periodo seco em relagdo ao periodo chuvoso, mas em 2010 no houve diferenca estatistica
para as duas estacdes sazonais (Tabela 1). Equiparando as épocas de avaliagdo, na fase seca a
concentracdo de AA diminuiu cerca de 45% e 49% quando comparado com os anos de 2008 e
2009, respectivamente. Da mesma forma ocorreu para a fase chuvosa, para o ano de 2010 que
apresentou uma diminui¢do de 37% e 6% em relacdo as épocas de 2008 e 2009,
respectivamente (Tabela 1).

Com relagdo aos periodos sazonais das épocas de avaliacdo do presente trabalho,
constatou-se que as concentragdes totais de n-alcanos foram 15%, 29% e 33% maiores nos
periodos chuvosos dos anos 2008, 2009 e 2010, respectivamente, quando comparados com 0s
periodos secos das mesmas épocas de avaliacdo (Tabela 2). Essa observacdo do presente
trabalho corrobora com Shepherd e Griffiths (2006) que o aumento da quantidade de ceras
estd atribuido com a expansdo da folha e até mesmo com mudancas das estacdes do ano. Com
relacdo as estacdes sazonais, observa-se menor quantidade de ceras entre as estacdes de
primavera a verdo e maior quantidade de ceras quando sai do verdo para o outono. Esse
comportamento pode estar relacionado, provavelmente, ao desgaste causado pela chuva, pelo
vento e até pelo calor.

O n-alcano que predominou nas folhas de Ziziphus joazeiro em todos os periodos
sazonais nos trés anos de avaliacdo foi o hentriacontano (Cs;) seguido dos tritriacontano (Cs3)
e nanodecano (Cyy) que tiveram reducdes de 63% e 79%, respectivamente, em relagdo ao
atomo de carbono Cs; (Tabela 2). Oliveira e Salatino (2000) também verificaram na cera das
folhas de individuos adultos de Ziziphus joazeiro, localizados em Alagoinha, drea de Caatinga,
esse mesmo hentriacontano (Cz;) com maior intensidade, o qual atingiu os 42% de
concentracdo. O aumento da concentragdo dessa classe, a qual faz parte de um dos

componentes da cera epicuticular de folhas de Ziziphus joazeiro estd relacionada com menores
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taxas de evaporacdo cuticular (OLIVEIRA et al., 2003).

Tabela 1. Concentracdo de carboidratos soldveis, prolina livre, proteina solivel e aminoécidos
livres em folhas de plantas adultas de juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart) em ambiente natural da
Estacdo Experimental José Nilson de Melo, do Instituto Agrondomico de Pernambuco (IPA), Caruaru

- PE. Coletas realizadas as 12 horas, nos periodos secos e chuvosos dos anos 2008, 2009 e 2010.

Carboidratos Prolina Aminoacidos Proteinas
Epocas de (umol.g'1 MF) (umol.g'l MF) (umol.g'1 MF) (ug.g'1 MF)
avaliacao Periodos sazonais
Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso

2008 86,36 aA  82,53bA  0,87aA 0,83 aA 31,78 aA  2824aB  183,35bA 268,81 cA
2009 78,72bB  99,85aA  0,90aA 0,74 aA 3431aA  18,87bB 345,773aB 971,70 bA
2010 86,04aA 6721cB  0,53bB  0,75aA 17,53 bA  17,779bA 183,43bB  2478,74 aA

Meédias seguidas por letras iguais maitsculas para periodos sazonais e mintsculas para épocas de avaliacdo, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

No presente trabalho, também foi observado em todos os periodos secos e chuvosos
dos trés anos de avaliagdo, a presenca de n-alcanos impares, a niveis decrescentes de
concentracdo total de Cj; (340,31), Csz3 (125,68) e Cy9 (69,6) que obtiveram maiores
quantidades em relacdo aos n-alcanos pares Csy (29,68) e Cso (13,64) (Tabela 2). Essa
observagdo também foi constatada por Oliveira e Salatino (2000) a partir de estudo ja
realizado por eles, que na maioria das angiospermas a distribui¢do de n-alcanos se destaca
mais nos carbonos impares, como: Cy7, Cy9, C31 € Css.

A seca também influenciou no presente trabalho a densidade estomatica das folhas de
Z. joazeiro em todas as épocas de avaliacdo (Tabela 3). Observa-se na tabela 3, que a
densidade estomadtica apresentou 25% menor na fase seca em relacdo a fase chuvosa. Essa
observagdo também foi percebida na fase seca para os n-alcanos da cera epicuticular de folhas

(Tabela 2).
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Tabela 2. Composi¢do quimica de n-alcanos e teor de ceras de folhas de plantas adultas de Ziziphus
Joazeiro Mart. expostas ao sol em ambiente natural da Estacdo Experimental José Nilson de Melo, do
Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), Caruaru - PE. Coletas realizadas as 12 horas, nos periodos

secos e chuvosos dos anos 2008, 2009 e 2010.

Periodos sazonais/Ano

n-alcanos 2008 2009 2010
Seco Chuvoso Seco Chuvoso Seco Chuvoso
Co - - - - - 3,74 £0,0
Co - - - - - -
Css 0,33+0,1 0,99 + 0,4 - - 0,52 +0,0 -
Co 0,31 +0,1 - - - - -
Cy; 0,99 +0,3 1,24 +0,9 0,51+1,1 - 1,12 £ 0,35 -
Cog 0,38 +0,1 0,84 +0,6 0,43 +0,1 - - -
Cy 16,82 +49 10,13+30 17,41+4,9 445+22 1349+14 730+£22
Cs 2,41 +£0,7 3,07+0,9 2,38 +£0,2 2,51 +£0,0 1,74 £ 0,3 1,53 +£0,1
Cs1 53,87+0,3 5731+38 56,890+1,7 52,12+56 5758+24 62,54+5,6
Cs 4,39 +£0,3 5,42+0,5 4,10+0,1 6,42 +0,7 3,94 £ 0,9 541 +1,1
Cs; 927+78 21,00+3,8 17,35+29 3279+0,7 2098+4,6 2429+47
Cyy - - 1,37 +£0,0 8,89+0,0 0,71 £0,0 -
n-alcanos totais (*) 17,05 20,14 20,83 29,52 19,70 29,59
Teor de cera (mg*) 1,28 1,24 1,21 1,20 1,26 1,17

(-): Nao detectado; (*) porcentagem

De acordo com Woodward (1987) a elevada densidade estomatica estd relacionada
com a capacidade da planta enfrentar a mudanga ambiental para poder controlar as trocas
gasosas foliar. Mas Galmés et al. (2007) verificaram em algumas espécies que a elevada
densidade estomdtica ndo esteve relacionada com a deficiéncia hidrica. De forma semelhante
ao resultado da pesquisa de Galmés, no presente trabalho também nao foi verificado que a
seca tenha induzido maior densidade estomatica nas folhas de Ziziphus joazeiro.

Comparando os dois periodos em cada época de avaliagdo, verificou-se que na época
de 2008, praticamente, ndo houve diferenca significativa entre os periodos sazonais, embora
na fase seca tenha apresentado uma pequena reducdo de (1223,59 mm?) em relagdo a fase
chuvosa (1251,3 mm2) (Tabela 3).

Da mesma forma também se sucedeu no ano de 2009, apesar de ndo haver diferenca
estatistica entre as duas fases sazonais (seca e chuvosa), a densidade estomatica foi

visivelmente menor na fase seca (989,91 mmz) em relacdo a fase chuvosa (1358,02 mmz)
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(Tabela 4). Todavia, no ano de 2010 obteve diferenca entre as duas fases sazonais, com
reducdes de 49% da densidade estomdtica nas folhas para a fase seca quando comparada com
a fase chuvosa (Tabela 3). O periodo chuvoso ndo apresentou diferenga significativa entre as

épocas de avaliacdo (Tabela 3).

Tabela 3. Densidade estomdtica (mm?) de folhas de individuos adultos de Ziziphus joazeiro
Mart. expostas ao sol em diferentes periodos sazonais de trés épocas de avaliagcdo, na Estacdo
Experimental José Nilson de Melo, do Instituto Agronénomico de Pernambuco (IPA),
Caruaru — PE. Coletas realizadas as 12 horas, nos periodos secos e chuvosos dos anos 2008,

2009 e 2010

.~ Periodos sazonais
Anos de avaliacao

Seco Chuvoso
2008 1223,59 aA 1251,03 aA
2009 984,91 abA 1358,02 aA
2010 595,33 bB 1163, 24 aA

Meédias seguidas por letras iguais maidsculas para os periodos sazonais e mindsculas para épocas de avaliacdo, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste Tukey (P < 0,05).
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Figura 5. Variacdo sazonal quanto ao aspecto visual das copas das arvores de Ziziphus
Jjoazeiro Mart. no campo da Estacdo Experimental José Nilson de Melo (IPA), Caruaru—PE.
Fotos tiradas nos periodos sazonais: seco (Al) e chuvoso (B1) do ano de 2008; periodo seco

de 2009, e periodos seco (A2) e chuvoso (B2) do ano de 2010. Fotos tiradas pela autora.
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5.3 Conclusao

Plantas adultas de Ziziphus joazeiro Matrt., sob condi¢des sazonais se comportam como
plantas anisoidricas, utilizando o mecanismo de baixo potencial hidrico. Sob condi¢des seca a
quantidade de n-alcanos presenta na cuticula das folhas diminui, bem como a densidade

estomatica.
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6. Conclusao geral

Plantas de Ziziphus joazeiro tanto sob condi¢des de déficit hidrico em casa de
vegetacdo quanto em ambiente natural de ocorréncia sob o efeito do periodo sazonal
apresentam comportamento anisoidrico, utilizando mecanismo de tolerincia a seca por alto

potencial e por baixo potencial hidrico.
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7. Consideracoes finais

No semi-arido nordestino vem se intensificando, ultimamente, o desmatamento da
vegetacdo da caatinga, sem um devido uso racional e organizado da exploragdo das espécies
arboreas nativas para fins lucrativos e também para o préprio consumo local, uma vez que nao
sdo levados em consideracdo a sua importancia ecoldgica e o conhecimento fisiolégico das
mesmas (JUVENAL; MATTOS, 2002).

Pesquisas que envolvam respostas fisioldgicas do juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.)
com deficiéncia hidrica sdo escassas, principalmente em se tratando de uma planta nativa da
Caatinga, a qual foi indicada pelos IBAMA e Embrapa, para ser uma das espécies prioritarias
a conservagdo e manejo desse bioma; além de ser grande interesse das indistrias
farmacoldgicas e cosméticas em explorar mais as suas propriedades medicinais.

Na presente pesquisa foi comprovado que o juazeiro (Ziziphus joazeiro) respondeu o
déficit hidrico, a principio, com redugdes do potencial hidrico foliar e do teor relativo de dgua,
que acarretaram uma maior concentracdo de solutos compativeis nas folhas e em menor
propor¢éo nas raizes. Essa observacdo foi mostrada para o primeiro e também para o segundo
experimento com a indu¢do do PEG 6000. Assim esse tipo de comportamento pode ser
estipulado pelo primeiro experimento, que houve maior translocacio de fotoassimilados para
as raizes, como também da matéria seca para o mesmo 6rgdo que apresentou uma maior
relacdo raiz/ parte aérea. Esse fato é confirmado pela literatura que um dos 6rgaos a sentirem o
déficit hidrico € a raiz, pois esté fica em contato diretamente com a solugdo do solo. Devido a
isso, a planta direciona os assimilados para o dpice do sistema radicular que estd em
crescimento e os solutos organicos sintetizados, como os carboidratos, aminodcidos e,
principalmente as proteinas que atuam no alongamento celular, para serem usados tanto no
crescimento quanto na diminuicao do potencial osmético.

Um osmossoluto que a literatura enfatiza como indicador de tolerdncia a seca € a
prolina que sempre sobressai perante os carboidratos, aminodcidos e proteinas, mas para o
juazeiro a prolina ndao demonstrou ser um soluto em destaque que tenha sido afetado pelo
déficit hidrico. Nesse caso, para esta espécie ndo € um bom pardmetro que possa inferir os
efeitos do estresse.

Outro comportamento que se espera quando a planta estd submetida a deficiéncia
hidrica € a diminui¢do da produtividade, a qual aconteceu nas plantas de juazeiro com a

paralisacdo da producdo de matéria seca da parte aérea e reducdo da drea foliar para evitar a
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perda de dgua pelo processo de transpiracao.

Supreendentemente, as plantas jovens de Ziziphus joazeiro sob déficit hidrico
mantiveram a eficiéncia do uso da 4dgua elevada por um periodo de 26 dias, mesmo
apresentando menores taxas de transpiragdo, de fotossintese liquida e da condutincia
estomatica, para favorecer a taxa de assimilacdo de carbono. Essa maneira das plantas de
Ziziphus joazeiro se comportarem, segundo Medrano et al. (2009) pode ser uma forma de
aclimatagdo e adaptagdo da planta a seca.

Em campo, o Ziziphus joazeiro respondeu o efeito sazonal (seco e chuvoso) de trés
anos subsequentes (2008, 2009 e 2010), como também sob a interferéncia da precipitagio,
apresentando potencial hidrico foliar sempre negativo a - 2,0 MPa, teor relativo de dgua
inferior a 80% para o periodo seco com déficit de saturagdo de dgua elevado e apresentando
concentragdes elevadas de carboidratos, aminodcidos e proteinas nas duas estagdes para todos
0S anos.

As plantas de juazeiro responderam o efeito da seca com a diminuicio de n-alcano na
cera das folhas, mas esse comportamento das plantas de Z joazeiro condiz com o que
Shepherd e Griffiths (2006) afirmam que entre as estagdes sazonais observa-se menor
quantidade de ceras, como por exemplo entre a primavera e o verdo; e maior quantidade de
ceras quando sai do verdo para o outono o que pode ser um desgaste causado pela chuva, pelo
vento e até mesmo pelo calor. As plantas de juazeiro ndo sé responderam o efeito das estacdes
com a diminui¢do de n-alcanos como também com a densidade estomdtica que apresentaram
reducdes na fese seca.

Diante tudo de isso, o Ziziphus joazeiro responde o déficit hidrico usando os dois
mecanismos de tolerdncia a seca tanto por alto potencial hidrico quanto por baixo potencial
hidrico para poder se aclimatar ao estresse, tendo como caracteristica de planta anisoidrica.

Dessa forma, o conhecimento obtido pela presente pesquisa possa contribuir para os
trabalhos fisiolégicos com deficiéncia hidrica tanto na fase inicial de desenvolvimento do
juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.) quanto também na fase adulta para suprir a literatura, a qual
se encontra escassa nessa drea, além de despertar estudos futuros com essa espécie em dreas

semi-dridas, no intuito dela poder recuperar esses ambientes degradados pelo homem.
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