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Resumo

Sementes de Hymenaea courbaril L. possuem um polissacarideo de parede celular
depositado nas células do parénquima cotiledonar. Este polissacarideo, denominado
xiloglucano, possui uma cadeia principal de glucose, com ramificacdes de xilose e galactose.
O xiloglucano € depositado nas paredes celulares durante a maturacdo da semente e é
desmontado apos a germinagdo, 0 que o caracteriza como um polissacarideo de reserva. Seu
desmonte é feito pela acdo de pelo menos quatro enzimas: xiloglucano endo-trans-glicosilase,
B-galactosidase, B-glucosidase e a-xilosidase. A presenca deste polissacarideo de reserva é
importante na estratégia de estabelecimento da plantula, pois a remocéao dos cotilédones causa
um grande efeito no desenvolvimento desta, com uma grande reducdo da area foliar. Este
momento de mobilizacdo acontece quando as primeiras folhas da plantula j& estdo
fotossinteticamente ativas. Nesta etapa do seu desenvolvimento, portanto, a plantula possui
duas fontes de carbono independentes: a mobilizacdo do xiloglucano de reserva nos
cotilédones e a fotossintese nas folhas ja expandidas. Uma questdo essencial para o sucesso
do estabelecimento da plantula é: como a plantula coordena o uso de carbono entre essas duas
fontes e mantém o suprimento de carbono para as partes em desenvolvimento da plantula
(drenos)? A fotossintese €, tipicamente, um processo ciclico, devido a disponibilidade da luz,
sendo possivel apenas durante o dia. Sabe-se que as enzimas de desmonte do xiloglucano
também apresentam variacdo ao longo do dia, sendo a atividade das enzimas maior a noite,
periodo de maior mobilizacdo do xiloglucano de reserva. As duas fontes de carbono da
plantula, portanto, parecem ocorrer de forma alternada ao longo do dia: a fotossintese
forneceria carbono durante o dia e o Xxiloglucano de reserva dos cotilédones supriria a
demanda noturna do eixo embrionario em desenvolvimento até que o individuo se torne
completamente autotréfico. Fatores que afetem a fotossintese, portanto, teriam potencial para
alterar tal balanco, uma vez que 0 eixo teria que sustentar seu crescimento apenas a partir de
uma das reservas. A condicdo de estresse hidrico, por exemplo, é uma condicao limitante da
fotossintese. Uma das primeiras respostas ao déficit hidrico é o fechamento estomatico, que
impede a realizacdo de trocas gasosas e, consequentemente, a fotossintese. A resposta da
planta ao estresse hidrico, portanto, tem um grande potencial de alterar o uso das reservas da
planta, uma vez que nessa circunstancia, a reserva deve suprir toda a demanda energética da
plantula. Nosso objetivo foi estudar as respostas fisioldgicas das plantulas de Hymenaea
courbaril L. ao déficit hidrico e o efeito desse déficit sobre a mobilizacdo das reservas. Para

isso, as sementes foram embebidas e apds a germinacdo, transferidas para vasos e mantidas



em casa de vegetacdo por 32 dias até os eofilos comecarem a se expandir, quando, entdo
foram iniciados os regimes de rega (diaria, a cada 7 e a cada 14 dias). Foram feitas quatro
coletas: 32, 39, 46 e 53 dias ap0s o inicio da embebicdo. Foram determinados os pesos fresco
e seco nos diferentes 6rgdos (raiz, hipocétilo, epicétilo, cotilédones e folhas), além dos teores
de xiloglucano, de carboidratos sollveis e de prolina nos cotilédones. Foram medidos o
potencial hidrico no epicétilo, o contetdo de agua, o teor relativo de agua e a fluorescéncia
méaxima dos eofilos. Para acompanhar as alteracdes no padrdo de mobilizacdo do xiloglucano
de reserva, foram determinadas as atividades de p-galactosidase e p-glucosidase dos
cotiledones coletados de 8 em 8 horas durante 2 dias no auge da mobilizag¢do do xiloglucano
de reserva, além do estudo das alteragBes nos niveis de sacarose nas mesmas amostras. O
crescimento das plantulas foi menor naquelas submetidas ao déficit hidrico, o que gerou
menores taxas de mobilizacdo do xiloglucano. Estas plantas apresentaram potencial hidrico,
contetdo de &gua, conteudo relativo de agua e fluorescéncia mais baixa que as plantas
controle. Aos 46 dias, houve um aumento da massa seca nas plantas ndo estressadas, mas este
aumento ndo ocorreu nas plantas regadas a cada 14 dias. Na Ultima coleta, o rendimento de
xiloglucano de reserva foi menor nos tratamentos sob estresse, mostrando a completa
exaustdo da reserva quando o xiloglucano é a unica fonte de carbono. Quanto a atividade
enzimatica, a atividade foi reduzida nas plantas sob déficit no periodo que seria a maior
mobilizacdo das reservas, corroborando a observacdo de que as reservas estariam sendo
mobilizadas mais lentamente. Nao foi detectado um pico de atividade das enzimas a noite,
sugerindo que, na auséncia da fotossintese, a atividade das enzimas de mobilizacdo de
carbono é mantida com menor variacdo ao longo do dia, suprindo as necessidades do eixo
embrionario durante o dia inteiro. Apesar das atividades enzimaticas mais baixas, no horario
em que a sacarose atinge a méaxima concentracdo (10 horas), os cotilédones das plantas
submetidas ao estresse apresentaram concentracao de sacarose 3 vezes maior que as plantas
controle, retornando a valores semelhantes 8 horas depois, 0 que demonstra a macica
exportacdo de sacarose durante esse periodo nas plantas estressadas. Em uma condicdo de
campo, pode-se supor o modelo onde o déficit hidrico reduziria as taxas de crescimento das
plantulas, fazendo com que as reservas durassem mais, sustentando a plantula viva sem
fotossintese por mais tempo, até que a condi¢do de estresse ndo mais fosse imposta a planta.
O controle das fontes de carbono, portanto, € um importante elemento na resposta da planta

a0 estresse ambiental.



Abstract

Seeds of Hymenaea courbaril L. have a cell wall polysaccharide accumulated in the
parenchymatous cells of the cotyledons. This polymer, called xyloglucan, has a main chain of
glucose, with xylose and galactose branches. Xyloglucan is deposited in the cell walls during
seed maturation and is disassembled after germination, characterizing it as a reserve
polysaccharide. Its disassembling is done by the action of at least four enzymes: xyloglucan
endo-trans-glycosylase, a-xylosidase, B-galactosidase and B-glucosidase. The presence of this
reserve polysaccharide is important in the strategy of seedling establishment, because the
removal of the cotyledons has a huge effect on its development, with a large reduction in leaf
area. This moment of mobilization comes when the first leaves of plantlets are already
photosynthetically active. At this stage of its development, therefore, the plantlet has two
independent sources of carbon: the mobilization of storage xyloglucan in cotyledons and
photosynthesis in already expanded leaves. A key issue for successful seedling establishment
is: how the seedling coordinates the sink of carbon between these two sources and maintains
the supply of carbon to developing parts (sinks)? Photosynthesis is typically a cyclical
process, due to the light availability, being possible only during the day. It is known that
xyloglucan disassemble enzymes also vary throughout the day, but the enzyme activity is
higher at night, when xyloglucan mobilization is greater. The two sources of carbon from the
plantlet, therefore, seem to occur on an alternating basis along the day: photosynthesis would
provide carbon during the day and storage xyloglucan from cotyledons would supply at night
the developing embryonic axis demand until the individual becomes completely autotrophic.
Factors affecting photosynthesis therefore have potential to alter this balance, since the axis
would have to sustain its growth from just one of the reserves. The condition of water stress,
for example, is a limiting condition of photosynthesis. One of the earliest responses to drought
is stomatal closure, which prevents gas exchange and therefore photosynthesis. The plant
response to water stress, therefore, has great potential to change the use of the plant reserves,
since in this circumstance, the storage must supply all the energy of the seedling. Our
objective was to study the physiological responses of seedlings of Hymenaea courbaril L. to
drought and the effect of this deficit on storage mobilization. For this, the seeds were imbibed
and after germination, placed in pots and kept in a glasshouse for 32 days until eophylls begin
to expand, when then started irrigation schedules (daily, to each 7 and to each 14 days). Four
harvests were done: 32, 39, 46 and 53 days after the start of imbibition. The fresh and dry
weights in different organs (root, hypocotill, epycotill, cotyledons and leaves) were



determined, besides the levels of xyloglucan, soluble carbohydrates and proline in cotyledons.
The water potential in the epycotill, the water content, the relative water content and the
fluorescence maximum in the eophylls were measured. To track changes in the pattern of
storage xyloglucan mobilization enzymes, the activities of -galactosidase and -glucosidase
from cotyledons collected from 8 of 8 hours during two days at the peak of mobilization were
determined, in addition to the study of changes in sucrose levels in the same samples. The
seedling growth was lower in those submitted to drought, which led to lower rates of
xyloglucan mobilization. These plants showed water potential, water content, relative water
content and fluorescence lower than control plants. At 46 days there was an increase of dry
matter in plantlets not stressed, but this increase did not occur in plants watered every 14
days. At the last harvest, the yield of storage xyloglucan was reduced in treatments under
stress, showing the complete exhaustion of the reserve when the xyloglucan is the only carbon
source. As for the enzymatic activity, it was reduced in plants under deficit in the period that
would be the largest mobilization of reserves, supporting the observation that the reserves
were being deployed more slowly. A peak of enzyme activity was not detected at night,
suggesting that in the absence of photosynthesis, the activity of enzymes of carbon
mobilization is maintained with little variation throughout the day, supplying the needs of the
embryonic axis during the whole day. Despite lower enzyme activities, the time that achieves
the highest sucrose concentration (10 hours), the cotyledons of plants subjected to stress
showed sucrose concentration three times higher than control plants, returning to levels
similar eight hours later, demonstrating the massive export of sucrose during this period in the
stressed plants. In a field condition, it can be assumed the model where the drought would
reduce growth rates of seedlings, causing stocks to last more, holding the seedling live
without photosynthesis for longer, until the stress condition no longer was imposed on the
plant. The control of carbon sources is therefore an important element in plant response to

environmental stress.



1. Introducéo

1.1. Reservas

O estabelecimento das plantulas durante o crescimento heterotréfico envolve o uso
metabolicamente controlado das reservas (mobilizagdo e particdo dos produtos) até que estas
plantas sejam capazes de extrair do ambiente 0s recursos necessarios ao seu crescimento. Esta
transicdo heterotrofia-autotrofia € considerada uma etapa critica no ciclo de vida das plantas
por ser a etapa de maior mortalidade. A compreensdo do controle do metabolismo das
reservas, portanto, é essencial para entender a estratégia de uso dos recursos disponiveis para
as plantulas.

Tais reservas sdo geralmente acumuladas em 6rgédos especificos como o endosperma
ou os cotilédones, enquanto a regido de maior crescimento geralmente é um meristema
situado em outra parte do eixo embrionario. Nas plantas, portanto, existem 6rgdos que atuam
como fontes de carboidratos e outros que atuam como drenos (Taiz & Zeiger, 2009). Tais
relacBes fonte-dreno sdo dinamicas e variam ndo apenas ao longo do desenvolvimento da
planta como também ao longo de um dia. Orgdos de reserva, por exemplo, atuam como
potentes drenos durante o acimulo das reservas e passam a atuar como fontes quando da
mobilizacdo destas reservas.

Uma das principais formas de armazenamento de carboidratos é através dos
polissacarideos de reserva de parede celular de sementes, como o galactomanano, o galactano
e o xiloglucano, que sdo reservas para a plantula em desenvolvimento, sendo degradados apos
a germinacgéo (Buckeridge & Reid, 1996).

Os polissacarideos de reserva de parede celular sdo relativamente inertes no que
concerne a sua reatividade quimica e apresentam diferentes graus de solubilidade em agua.
Essas caracteristicas conferem vantagens que sdo similares as do amido (alta compactacdo e
baixa reatividade) e tornam possivel a existéncia de um “compartimento celular” (a parede
celular) que permite o fluxo de 4&gua com um grau de liberdade consideravel. Por outro lado, o
custo para produzir tais polimeros € alto, pois tais compostos necessitam de um complexo
sistema de biossintese (que requer nucleotideos acglcares como doadores de
monossacarideos), secre¢do e montagem no meio extracelular (Buckeridge et al., 2000).

Outra vantagem potencial destes polimeros é que eles requerem um arsenal especifico
de enzimas para sua degradacdo, o que limita o nimero de predadores capazes de se alimentar

das sementes. Portanto, os polissacarideos de reserva de parede celular tém funcgéo principal



como reserva (fonte de carbono) para utilizacdo durante o desenvolvimento da pléantula e
possuem funcgdes secundarias como controle de embebicdo e propriedades mecénicas dos
cotilédones. Séo classificados em 3 grupos distintos: 0s mananos, 0s (arabino)galactanos e 0s
xiloglucanos. Esta classificagdo é baseada essencialmente na estrutura quimica desses
polimeros (Buckeridge et al., 2000).

1.2. Hymenaea courbaril L. (Hayne) Lee & Lang.

O jatoba (Hymenaea courbaril) (figura 1) € uma espécie arbdrea, pertencente a familia
Leguminosae (Fabaceae), subfamilia Caesalpinoideae e género Hymenaea. Este género surgiu
na Africa a cerca de 65 milhdes de anos, espalhou-se e adaptou-se muito bem nas regides
neotropicais gerando muitas espécies.

Ocorre em Floresta Estacional Semi Decidual e Floresta Ombrofila Densa até zonas

subtropicais secas e umidas, tolerando precipitacdo entre 600 e 4200 mm, temperatura média

anual entre 22 e 28 oC e solos com pH entre 4 e 7,5. E tipica de floresta madura e primaria,
sendo considerada espécie secundéria tardia (ou climax) na sucessao florestal (Lee &
Langenheim, 1975).

Hymenaea courbaril ocorre ao longo dos rios em florestas relativamente secas do
estado de Sdo Paulo e de partes adjacentes do Rio de Janeiro e Minas Gerais. Floresce de
janeiro a novembro e os frutos estdo geralmente maduros em setembro (Lee & Langenheim,

1975). Sua altura pode chegar a 30 m, com tronco de até 200 cm de diametro.



Hymenaea courbaril - jatoba

A

Figura 1. A espécie Hymenaea courbaril L. em diferentes fases de seu ciclo de vida.
A- planta adulta, B- plantula, C- sementes, D- frutos, E- plantula com os cotilédones.



H. courbaril possui grande plasticidade fenotipica, caracteristica que proporciona
grande capacidade de distribuicdo dos organismos de uma espécie (Sultan, 2003). Plasticidade
fenotipica denota a capacidade de um genotipo apresentar variacbes nos fendtipos
morfolégicos e fisioldgicos em resposta a diferentes condi¢des ambientais (West-Eberhard,
1989; Garland & Kelly, 2006), devido & necessidade de desenvolvimento de mecanismos
fisioldgicos e arranjo reprodutivo altamente especifico para uma espécie tornar-se capaz de
colonizar diferentes ambientes (Sultan, 2000).

Devido & plasticidade, H. courbaril é considerada uma das mais bem-sucedidas
espécies do género Hymenaea, com 17 variedades diferentes em florestas tropicais do México
até os paises tropicais da América do Sul. No Brasil coloniza biomas de condi¢cGes ambientais
muito distintas, como as que ocorrem na Caatinga e na Mata Atlantica (figura 2).

Além da importancia ecologica, H. courbaril apresenta potencial agronémico para
utilizacdo do caule e dos frutos. Porém esta espécie estd ameacgada de extingdo devido a
exploracdo da sua madeira e a destrui¢do de seu habitat.

Esta espécie possui sementes grandes com cotilédones globoides nao-
fotossintetizantes (Santos & Buckeridge, 2004). Os cotilédones sdo 6rgdos da plantula ricos
em reservas, importantes na estratégia da espécie para o estabelecimento das plantulas. Sdo
compostos por 46% de carbono, 9% de proteina e 3,5% de lipideos. As sementes germinam

em sub-bosque da floresta madura, sendo as plantulas tolerantes a sombra (Tiné, 1997).
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1.3. Xiloglucano de reserva

Xiloglucanos séo polissacarideos de parede celular formados por uma cadeia principal
de B-D-(1—4)-glucano ramificada com ligac6es a-(1—6) por unidades de D-xilopiranosideos
ou B-D-galactopiranosideo-(1—2)-D-xilopiranosideos. Exceto pela auséncia de terminais
fucosil ligados [a-L-(1—2)] aos grupos B-D-galactosideos, existe uma grande semelhanca
entre xiloglucanos de reservas de sementes e xiloglucanos de paredes primarias, em tecidos
vegetativos de dicotileddneas (Hayashi, 1989).

Desde o fim do século 19, ja se sabia que a reserva de algumas sementes consistia em
um polissacarideo de parede celular (Heinricher, 1888; Reiss, 1889). Como essa substancia
impregnava com solucdo de iodo/iodeto de potéssio de forma semelhante ao amido, ela foi
chamada de amildide. Os estudos sobre o xiloglucano de reserva intensificaram-se no século
20, a partir da descoberta de que o amildide presente na parede de células cotiledonares de
Tamarindus indica L. era formada por glucose, xilose e galactose, nas proporcdes 3:2:1
(Krishna & Goose, 1942, 1943). Kooiman (1960) detectou a presenca deste polissacarideo em
diversas sementes, mas apenas em algumas espécies a mobilizacdo do xiloglucano foi
estudada em detalhes, como Tropaeolum majus (Edwards et al., 1985), Tamarindus indica
(Reis et al., 1987), Copaifera langsdorffii (Buckeridge et al., 1992) e Hymenaea courbaril
(Tiné et al., 2000, Santos & Buckeridge, 2004).

Dentre as espécies acima citadas, Tropaeolum majus € o sistema que contem
xiloglucano melhor estudado até o momento. O grupo do professor Grant Reid da
Universidade de Stirling, Escocia, mostrou que a taxa de mobilizacdo de xiloglucano nesta
espécie coincidiu com o aumento e posterior decréscimo nos niveis de quatro enzimas
hidroliticas: endo-B-glucanase, B-galactosidase (B-gal), a-xilosidade (o-xil) e B-glucosidase
(B-glu) (Edwards et al., 1985). A enzima endo-B-glucanase foi purificada por Edwards et al.
(1986) e estudos adicionais no seu modo de acdo sobre o xiloglucano foram feitos por Fanutti
et al. (1993), demonstrando que esta enzima é uma xiloglucano-endo-transglicosilase.

Uma das formas mais usuais de estudo do xiloglucano € a hidrdlise do polimero com
uma endo-B-glucanase e analise dos oligossacarideos resultantes. O padrdo de
oligossacarideos gerados por digestdo com celulase varia de acordo com a espécie de onde o
xiloglucano foi extraido mas, em geral, 0s oligossacarideos resultantes possuem 4 glucoses na
cadeia principal, trés delas com ramificacdo de xilose, diferindo entre si pelo numero e

posicdo das ramificacdes de galactose. Além destes oligossacarideos gerados, Buckeridge et



al. (1997) revelaram a existéncia de uma nova classe de oligossacarideos em H. courbaril,

que contem 5 glucoses na cadeia principal (figura 3).

X XX X G

Figura 3. Oligossacarideos obtidos pela digestdo de xiloglucano de reserva com
celulase de Trichoderma reseii. Os oligossacarideos com 4 glucoses na cadeia principal sao
amplamente distribuidos nas plantas, mas 0 XXXXG s0 foi descrito até hoje em Hymenaea
courbaril L. Retirado de Tiné (2002).

Tineé et al. (2000) propuseram um modelo de degradacdo do xiloglucano de reserva em
Hymenaea courbaril (figura 4). O polissacarideo é primeiro hidrolizado pela xiloglucano-
endo-B-(1—4)-glucanase (XET) gerando oligossacarideos. Em seguida inicia-se o periodo de
degalactosilacdo dos oligossacarideos através do incremento da atividade da (-galactosidase
(B-gal). Os fragmentos degalactosilados sofrem entdo o segundo ciclo de degradagéo
liberando monossacarideos livres, através do aumento de atividade das enzimas o-xilosidade

(a-xil) e B-glucosidase (B-glc).
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Figura 4. Modelo proposto por Tiné et al. (2000) para a degradacéo do xiloglucano de

reserva em Hymenaea courbaril L.

A auséncia de outros oligossacarideos, além da sacarose, nos cotilédones de H.
courbaril, sugere que este dissacarideo seja a forma de transporte de carbono predominante
entre os oOrgdos fonte (cotilédones e edfilos) e os drenos (plantula em desenvolvimento)
(Molle et al., 2009).

Santos & Buckeridge (2004) injetaram sacarose marcada radioativamente (*C-
sacarose) em um dos cotilédones de plantulas de Hymenaea courbaril e acompanharam a
distribuicdo da marcacao radioativa apos 72 horas. O eofilo neste ponto do desenvolvimento
ja se encontra fotossinteticamente ativo e ja ndo representa um dreno importante. Embora no
cotilédone onde a radioatividade foi injetada (tratado) a contagem tenha sido alta, a contagem
no cotilédone ndo tratado foi zero, o que mostrou que ndo houve importacdo nenhuma de
sacarose para aquele o6rgdo. Os 6rgdos que apresentaram as maiores contagens por tecido
foram metéfilo e epicétilo. A maior parte do carbono exportado do cotilédone teve como
destino a parte aérea em expansao.

A mobilizacdo do xiloglucano de reserva em H. courbaril é controlada pelo &cido
indol-acético produzido pela parte aérea em crescimento. Este hormdnio age na modulacéo da
expressdo de genes que codificam as hidrolases de parede celular, na atividade da bomba de
prétons que reduz o pH apoplastico e no estabelecimento do sistema vascular cotiledonar.
Com o aumento da degradacdo do xiloglucano, os monossacarideos séo transportados para o
citoplasma, onde sdo metabolizados em sacarose e amido. A sacarose produzida é dirigida
principalmente para a parte aérea em expansdo. A luz promove o desenvolvimento dos 6rgdos

aereos, utilizando o carbono da sacarose proveniente da mobilizagdo das reservas



cotiledonares como esqueleto. Consequentemente, a disponibilidade do &acido indol-acético
para os cotilédones cresce, estimulando a mobilizacdo do xiloglucano de reserva (Santos et al.
2004).

Em H. courbaril, a degradacgdo do xiloglucano de reserva ocorre a0 mesmo tempo em
que a fotossintese é iniciada nos e6filos. Neste caso, a plantula em desenvolvimento possui
duas possiveis fontes de carbono simultaneamente: a reserva dos cotilédones e a fotossintese.
No caso da fotossintese, existe um ritmo circadiano associado a disponibilidade de luz, que
estd baseado num oscilador enddgeno que mantem o ritmo dos processos aos quais estd
acoplado, que permite as plantas anteciparem mudancas dirias.

Embora o processo fotossintético inicie-se logo aos primeiros raios de Sol (6 horas) e
cesse as 18 horas, a assimilacdo de carbono pela fotossintese em H. courbaril inicia-se por
volta das 8 horas, atinge 0 méaximo as 11 horas e no meio da tarde (15 horas), ela ja ndo
acontece (Barriga, 2003) (figura 5). Portanto as plantulas possuem pouco mais de seis horas

durante o dia para assimilar o carbono proveniente da fotossintese dos eofilos.

Fotossintese (umol m™ s™) 14/04 a 11/06/2001

-4 T T T T T T T T T T T T T T 1
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tempo (horas)

Figura 5. Assimilacdo de carbono pela fotossintese em plantulas de Hymenaea
courbaril L. durante a mobilizacdo do xiloglucano de reserva. Dados gentilmente cedidos por

Madeleine Barriga.



Por outro lado, foi verificado que a degradacdo do xiloglucano de reserva ocorre

durante a noite (Amaral, 2005) (figura 6). A sacarose parece ser a forma de transporte ao

longo da planta, do carbono proveniente da fotossintese e da mobilizacdo das reservas

cotiledonares.
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Figura 6. Mudancas diarias nas atividades especificas das hidrolases de xiloglucano

em cotilédones de plantulas de Hymenaea courbaril L. As barras representam o desvio padrédo

(n=3). Dados gentilmente cedidos por Lourdes V. Amaral.



As duas fontes de carbono, portanto, parecem estar finamente sincronizadas de modo
que durante o periodo diurno, a fotossintese nas folhas maduras produz a sacarose exportada
para o resto da planta. Durante a noite, as reservas de xiloglucano sdo mobilizadas, o que
mantém a disponibilidade de carbono para os tecidos em crescimento durante todo o dia. A
propria disponibilidade de sacarose nos tecidos poderia funcionar como um sinalizador no
processo, uma vez que além de fonte de energia, a propria sacarose pode atuar como um
regulador direto ou indireto da expressdo génica (Winter & Huber, 2000). Portanto, existe um
balanco na disponibilidade de carboidratos que visa o desenvolvimento da plantula. No caso
das plantulas de H. courbaril, durante a mobilizacdo do xiloglucano de reserva, 0 modelo
atual propde que as folhas maduras atuariam como fonte durante o periodo luminoso do dia e
a noite, com a reducdo da capacidade de exportacao das folhas, a mobilizacdo do xiloglucano
de reserva seria estimulada, aumentando a capacidade de exportacdo dos cotilédones.

Para que a fotossintese aconteca, é necessario que haja trocas gasosas entre o ambiente
e as folhas através dos estbmatos. Porém, estas microscépicas aberturas que comunicam o
ambiente interno foliar com o ambiente externo, principalmente na face abaxial das folhas
onde encontram-se abrigadas da luminosidade intensa e das altas temperaturas, sao
responsaveis pela perda de agua através da transpiracdo. Quando as plantas sdo submetidas a
restricdo hidrica, as células-guarda adjacentes ao orificio estomatico perdem turgor, o que
ocasiona o fechamento estomatico impedindo a perda de &gua e as trocas gasosas.
Consequientemente o processo fotossintético ndo acontece.

Por essa razdo, o défice hidrico foi 0 mecanismo escolhido para que a fotossintese,
uma das fontes de carbono para a plantula em desenvolvimento, fosse inibida. Ainda nao se
sabe qual(is) mudanca(s) ocorreria(m) na mobilizacdo do xiloglucano de reserva, a outra fonte

de carbono.

1.4. Défice hidrico

Em algumas regibes do planeta Terra, a falta de &gua € uma das principais limitacoes a
produtividade, tanto em agrossistemas quanto em ecossistemas naturais.

Na natureza, a intensidade e a distribuicdo das chuvas definem o regime hidrico,
influenciando desde o desenvolvimento e produtividade dos individuos até a distribuicdo das
populacbes e a biodiversidade dos ecossistemas. Em escala global, produtividade primaria,
distribuicdo das espécies e diversidade das comunidades vegetais estdo relacionadas aos

gradientes das chuvas e a disponibilidade hidrica (Engelbrecht & Kursar, 2003).



Adicionalmente, as alteracfes climaticas previstas para 0os proximos anos devidas ao
aquecimento global tornam criticos os estudos sobre a utilizacdo da agua pelas espécies
nativas. Estes estudos sdo de extrema importancia ndo apenas para conservar os biomas, mas
também para estabelecer estratégias de recuperacao de areas degradadas.

Para as plantulas, as condicGes sdo potencialmente mais criticas, considerando que na
superficie do solo é extremamente comum a falta de 4gua, mesmo que haja em quantidade
suficiente para individuos adultos nas camadas mais profundas do solo. Assim, na maioria dos
ecossistemas, raizes superficiais estdo frequentemente expostas a restri¢ao hidrica (Espeleta &
Eissenstat, 1998; Cavender-Bares & Bazzaz, 2000).

A sobrevivéncia das plantulas consiste em um dos estagios mais criticos do
desenvolvimento das especies vegetais, sendo frequentemente reduzida pela seca e a
dessecacdo dos solos (Padilla & Pugnaire, 2007). Por esse motivo, a diversidade de espécies
pode ser limitada se as plantulas nesses ambientes forem incapazes de lidar com a baixa
disponibilidade de agua (Schenk & Jackson, 2002).

O estabelecimento do défice hidrico decorrente da seca acontece quando a absorcao de
agua pelo sistema radicular ndo consegue atender as demandas, inclusive aquelas
consideradas essenciais ao crescimento da planta: a fotossintese e a transpiracdo da parte
aérea (Fan et al., 2006). Antes que o défice hidrico se estabeleca, as raizes t€ém que “sentir” a
seca no solo e comunicar a parte aérea, 0 que produz uma resposta integrada da planta,
tornando possivel sua sobrevivéncia até que a disponibilidade de agua aumente. Tal
comunicacdo é feita por varios meios além da reducdo no fluxo ascendente de dgua (Davies &
Zhang, 1991). As respostas ao défice hidrico podem ocorrer tanto em curto prazo, devido a
reducdo da condutancia estomatica (Fotelli et al., 2000), como em longo prazo, devido as
adaptacOes fisiologicas que permitem que a planta mantenha a sua atividade bioldgica, seu
crescimento e sobreviva em ambientes aridos.

Por exemplo, atribui-se a seca a diminuicdo drastica do crescimento de raizes
(Espeleta & Eissenstat, 1998), ou até a morte de tecidos radiculares em ecossistemas
florestais, (Deans 1979) que podem ser resultado de um mecanismo de alocagdo para
aperfeicoar a utilizacdo do carbono disponivel (Espeleta & Eissenstat, 1998). Sob condicGes
que impedem a absorcdo de &gua e nutrientes, como em solos que se apresentam Secos
especialmente nas regifes em contato com as superficies absorvedoras das raizes, o carbono
deve ser utilizado nos mecanismos de manutencdo da raiz, sem nenhum beneficio imediato
para o crescimento e desenvolvimento da planta.

Fotelli e colaboradores (2000), em um experimento com duas espécies do género

Quercus, relataram aumento na proporgdo de raizes finas, diminui¢do da &rea foliar, reducédo



do potencial hidrico e da condutancia estomatica, além de danos irreversiveis no tecido foliar,
com consequente abscisdo das folhas em resposta ao defice hidrico. Ambas espécies sdo
arboreas e deciduas. Porém, algumas caracteristicas de demonstracéo de tolerancia ao défice
hidrico apresentadas foram sutilmente diferentes: Quercus macrolepis demonstrou
condutancia estomatica relativamente maior e menor potencial hidrico em relagcdo a Quercus
ilex, que iniciou o fechamento estomatico mais cedo para evitar sérias alteragdes em seu status
hidrico.

Desse modo, segundo Davies & Zhang (1991), as adaptacdes fisioldgicas abrangem a
acdo de genes. Portanto, os avangos nos estudos da biologia molecular de resposta a seca
devem estar associados ao conhecimento da biogquimica e fisiologia das plantas sujeitas ao

défice hidrico.

1.5. Respostas moleculares ao défice hidrico

A planta submetida a seca apresenta decréscimo do potencial hidrico do tecido
vegetal, fechamento estomatico, queda da fotossintese e inibicdo do desenvolvimento, em
resposta a atividades moleculares promovidas durante o défice hidrico. Algumas dessas
atividades incluem o acumulo de compostos osmoticamente ativos, como polialcoois
(Ramanjulu & Bartels, 2002), manitol, sorbitol, (Yordanov et al., 2003) e de solutos
organicos de pequenas massas moleculares responsaveis pelo ajuste osmotico, como prolina
(Nayyar & Walia, 2003; Yordanov et al., 2003; Yamada et al., 2005) e glucose, este tltimo
devido a alteracdo do metabolismo de carboidratos como aumento da atividade de invertase e
hidrolise de amido (Pelleschi et al., 1997, Chaves et al., 2002); alteracfes na expressdo de
aquaporinas (Alexandersson et al., 2005; Luu & Maurel, 2005) e outros genes-alvo, e rigidez
da parede celular (Fan & Newmann, 2004); aumento das concentragdes de acido abscisico
(ABA) no xilema (Zhang & Davies, 1989; Loewenstein & Pallardy, 1998; Yordanov et al.,
2003), e formacdo de radicais e liberagdo de componentes anti-oxidantes, como ascorbato,
glutationa e a-tocopherol (Yordanov et al., 2003).

O é&cido abscisico (ABA) é o hormonio vegetal que controla o inicio e a manutencao
da dorméncia de sementes e de gemas, alem de regular o crescimento e a abertura estomatica,
em especial quando a planta esta sob estresse hidrico (Taiz & Zeiger, 2009). O ABA é
encontrado em todas as plantas vasculares e tem sido detectado na maioria dos tecidos
vegetais, embora as concentracdes de ABA possam variar muito (até 50 vezes sob condicdes
de seca) em tecidos especificos durante o desenvolvimento ou em resposta as mudancas nas

condi¢BGes ambientais.



O ABA e a alcalinizacdo da seiva do xilema sdo dois sinais quimicos que as raizes
enviam para o caule, a medida que o solo seca. O aumento do pH da seiva do xilema pode
fazer com que mais ABA da folha seja translocado para os estbmatos pela corrente de
transpiracdo. Sua sinalizagdo nas células-guarda envolve a ligacdo da molécula do hormdnio
com receptores intra e extracelulares, que induzem a formacdo de espécies reativas de
oxigénio que ativam canais de calcio da membrana plasmatica e do tonoplasto. O aumento da
concentragdo do Ca*? intracelular causa o blogueio dos canais de K* para o interior da célula e
abertura dos canais de CI para o exterior celular, causando despolarizacdo da membrana que
promove efluxo massivo do K*. O resultado desse fluxo de fons é a diminuic&o de turgidez na
celula-guarda, que tem como consequéncia o fechamento estomatico.

A maioria dos trabalhos sobre os efeitos do défice hidrico utiliza como modelo
monocotileddneas de interesse agronémico, como trigo (Asseng et al., 1998; Piro et al. 2003;
Morillon & Lassalles, 2002), milho (Sharp & LeNoble, 2002; Sharp et al., 2004; Fan &
Neumann, 2004), espécies florestais deciduas (Fotelli et al., 2000; Cavender-Bares & Bazzaz,
2000; Thomas & Gausling, 2000), alem de lenhosas de interesse agroflorestal como Pinus sp.
(Kolb & Robberecht, 1996; Lebourgeois et al., 1998; Sayer & Haywood, 2006). Por outro
lado, pesquisas sobre as respostas de espécies nativas tropicais de crescimento lento (perenes)
ao defice hidrico ainda sdo escassas. Os trabalhos existentes com espécies perenes sdo
realizados em plantas cultivadas como o café (Pinheiro et al., 2004) e plantas citricas
(Espeleta & Eissenstat, 1998) e, geralmente, limitam-se a medidas de crescimento como
comprimento e massa do sistema radicular. Aqueles que utilizam pléntulas como modelos
bioldgicos para tais estudos sdo ainda mais raros (Engelbrecht & Kursar, 2003). Dessa
maneira, esses fatores justificam o estudo dos efeitos do défice hidrico em plantulas de

Hymenaea courbaril L., uma espécie arbdrea, perene e de ciclo de vida longo.



2. Objetivo

Considerando a distribuicdo geografica da espécie Hymenaea courbaril L, que ocorre
em locais com ampla variacdo de regime hidrico, nosso objetivo € estudar as consequéncias
do estresse hidrico sobre a mobilizacdo das reservas nas plantulas desta espécie e, em
especial, os efeitos sobre as variacdes didrias no ritmo de degradacdo do polissacarideo de

reserva.



3. Material e métodos

As sementes de Hymenaea courbaril L. foram obtidas do Instituto Florestal. Foram
desinfestadas, escarificadas, embebidas e, apés a germinacdo, transferidas para vasos com
quartzo que foram mantidos em casa de vegetacdo, com temperatura média de 22,5 °C por
cerca de 15 dias até que os edfilos, par de folhas que emergem da abertura dos cotilédones,
comecassem a se expandir. Este foi o advento que marcou o inicio do experimento, porque
neste estdgio do desenvolvimento das plantulas ocorre o inicio da mobilizacdo do
polissacarideo de reserva de parede celular (xiloglucano).

O inicio do experimento consistiu da primeira de 4 coletas destrutivas e da divisdo das
plantulas restantes em 3 lotes, sendo que cada lote foi submetido a diferentes regimes de
regas. Inicialmente, os regimes adotados num primeiro experimento foram: rega diaria para
um dos lotes, considerado controle; rega a cada 3 dias para outro lote e rega a cada 5 dias para
o terceiro grupo. As plantulas foram sempre regadas no final da tarde.

As coletas destrutivas foram feitas antes das 9:00 da manha: uma, como descrito
acima, na implementacdo do regime de regas, aos 33 dias ap0s o inicio da embebicdo (ou 33
DAE). As outras coletas foram efetuadas aos 38 DAE, 43 DAE e 48 DAE (figura 7).

f i i t

0 dia 15 DAE 33 DAE 48 DAE
Inicio da Transferéncia Inicio do experimento — Término do
embebicao - para os vasos tratamento de regas experimento
germinacao

em bandejas 3D

rega 33 36 39 42 45 48

T 5D
rega 33 38 43 48
coleta 33 38 43 48

Figura 7. Delineamento do 1° experimento, realizado durante o verdo de 2008, de
submissdo de plantulas de Hymenaea courbaril L. ao estresse hidrico durante a mobilizagdo
do xiloglucano de reserva. D = rega diaria (controle), 3D = rega a cada 3 dias, 5D = rega a

cada cinco dias. DAE = dias ap0s o inicio da embebic¢do das sementes.



Em cada coleta, 5 plantulas foram utilizadas para a avaliagdo prioritaria do status
hidrico, para a efetiva caracterizacdo do défice hidrico, com a afericdo do potencial hidrico do
epicotilo (com o auxilio de uma camara de Scholander) e do teor relativo de agua dos eofilos
(CRA), que permaneceram imersos em agua destilada em placas de Petri durante 24 horas. O
CRA foi calculado segundo a expressao:

CRA = MF — MS x 100.
MT — MS

MF = Massa Fresca, MS = Massa Seca, MT = Massa Turgida.

Nos cotilédones das pléantulas coletadas, o teor de xiloglucano foi medido da seguinte
forma: os 6rgdos congelados foram liofilizados, pulverizados, colocados em microtubos e
pesados. 200 mg de amostras foram submetidos a extracao etanolica de agucares, que foi feita
com 1000 pL de etanol 70%, em banho a 80°C por 40 minutos, seguida por centrifugaco e
retirada do sobrenadante. Este procedimento foi repetido 5 vezes, perfazendo 5,0 mL de
sobrenadante submetido a posterior secagem em baixa pressdo com centrifugacdo (Hetovac).
Apds a secagem do material, 0 mesmo procedimento foi repetido para a extracdo aquosa do
xiloglucano. O polissacarideo de reserva extraido no sobrenadante foi liofilizado e pesado.

Os valores de potencial hidrico (figura 8A) apresentaram acréscimo do inicio ao fim
do periodo experimental em todos os tratamentos. Houve um aumento nos valores do
conteddo relativo de agua (figura 8B) entre a 12 e 22 coletas, sem diferencas significativas
entre os tratamentos no decorrer do experimento. O rendimento do xiloglucano extraido dos
cotilédones (figura 8C) também apresentou variacOes estatisticamente insignificantes entre os
trés tratamentos de rega no decorrer e ao final do experimento.

Os resultados deste experimento preliminar mostraram que o intervalo entre as regas
foi insuficiente para que as plantas apresentassem sinais de estresse hidrico, de forma que foi
necessario o desenvolvimento de um novo delineamento experimental. Os lotes, com excecdo
daquele que receberia rega diaria (controle), deveriam ser regados em um intervalo superior a
3 e 5 dias, porém, o tempo de duracdo do experimento deveria contemplar o prazo de

mobilizagdo das reservas cotiledonares.
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Figura 8. Potencial hidrico (A) de epicotilos, teor relativo de adgua (B) de eofilos e
rendimento do extrato em agua (C) de cotilédones de plantulas de Hymenaea courbaril L.
durante a mobilizacdo do xiloglucano de reserva. D = rega diaria (controle), 3D = rega a cada
3 dias, 5D = rega a cada cinco dias. Letras minusculas diferentes correspondem a diferengas
significativas entre os dias de coleta. Letras mailsculas diferentes correspondem a diferengas

significativas entre os tratamentos de rega. (p = 0,05). (n = 5).



Assim, no novo experimento de longa duracdo, as plantulas foram divididas em 3
grupos, cada um submetido aos seguintes regimes de rega: diaria, a cada 7 dias e a cada 14
dias, conforme descrito na figura 9. As regas das plantulas foram feitas no final da tarde. Para
obtengédo das plantulas para o novo experimento, o procedimento efetuado no experimento
anterior foi repetido a temperatura média de 25,2 °C, até que aos 32 dias apés o inicio da
embebicdo foi feita a primeira das coletas destrutivas antes das 9:00 da manha. Também foi
feita a separacdo das plantulas nos trés lotes, que passaram a receber o tratamento de regas
com 0s novos intervalos. Outras quatro coletas destrutivas foram feitas para a caracterizagao
do estresse hidrico, com a medi¢do do potencial hidrico dos epicoétilos e do teor relativo de
agua dos eofilos aos 39, 46, 53 e 60 DAE (figura 9).

D
0 dia 15 DAE 32 DAE 60 DAE
Germinagao Crescimento Inicio do Término do
em bandejas em vasos experimento experimento
0 dia de 28 dia de
restrigdo restricdo
hidrica hidrica
7D
regas 0 7 14 21 28
14D
regas O 14 28
coletas 0 7 14 21 28

!

Experimento de curta duracéo

Figura 9. Delineamento do 2° experimento de submissdo de plantulas de Hymenaea
courbaril L. ao estresse hidrico durante a mobilizacdo do xiloglucano de reserva, realizado em
casa de vegetacdo durante o verdo de 2009, a uma temperatura média de 25,2 °C. D = rega
diaria (controle), 7D =rega a cada 7 dias, 14D = rega a cada quatorze dias. DAE = dias ap0s 0

inicio da embebicdo das sementes.



Outras 5 plantulas foram coletadas aos 32, 39, 46 e 53 DAE para que fossem medidos
0s pesos fresco e seco de cada orgdo (raiz, hipocétilo, epicotilo, cotilédones, edfilos e
metéafilos), além dos teores de xiloglucano, de prolina (Bates et al. 1973) e de carboidratos
soltveis nos cotilédones.

A andlise de carboidratos sollveis foi feita segundo Molle et al. (2009) com
modificagcdes: amostras das partes congeladas das plantulas foram liofilizadas, maceradas,
colocadas em eppendorf de 2,0 mL e pesadas. A extracdo dos agucares foi feita com 1000 pL
de etanol 70%, em banho a 80°C por 40 minutos, seguida por centrifugacio e retirada do
sobrenadante. Este procedimento foi repetido cinco vezes, perfazendo 50 mL de
sobrenadante submetido a posterior secagem em baixa pressdo com centrifugacdo (Hetovac).
O material seco foi ressuspendido em 1000 uL de agua e o teor de agUcares foi determinado
pelo método fenol-sulfurico (Dubois et al, 1956). Em um tubo de vidro foram acrescentados
uma aliquota da amostra a ser dosada e agua para um volume final de 0,5 mL, 0,5 mL de
fenol e 2,5 mL de &cido sulfdrico com homogeneizacdo vigorosa, para posterior leitura de
absorbancia a 490 nm. A quantificacdo de acucar foi feita por comparagdo com curva padréo
de glucose.

Os monossacarideos e oligossacarideos presentes nas fracdes de material soltvel em
etanol, ap6s nova liofilizagdo, ressuspensdo em 1,0 mL de &gua deionizada e purificacdo em
colunas de troca ionica (utilizando-se as resinas catidnicas e anidnicas Dowex), foram
analisados por cromatografia de troca anidnica de alta performance associada a deteccdo por
pulso amperométrico (HPAEC-PAD) com coluna Carbo-Pac PAL em eluicdo isocratica com
NaOH 100 mM por 30 minutos. Os carboidratos foram identificados e quantificados por
comparacdo com os perfis de eluicdo de padrdes comerciais.

Em outras cinco plantulas de cada lote foram feitas medidas de fluorescéncia da
clorofila a, em edfilos de plantulas adaptadas ao escuro durante 20 minutos, com o auxilio de
um fluordmetro (Mini-PAM 2500, Walz). As plantulas foram mantidas no escuro para que
fossem determinados os parametros da fluorescéncia em estado adaptado ao escuro,
caracterizado pelo estado em que todos os centros de reacdo do fotossistema Il (FSII) e os
aceptores de elétrons do FSII estdo re-oxidados (abertos) ou em estado fotoquimicamente
inativo. Determinou-se a performance fotossintética em funcdo de niveis crescentes de luz
durante 16 min, em oito estadios de 2 min cada um. Ao final de cada nivel de luz, aplicou-se
um pulso saturante (2.500 pmol.m'z.s'l) para a determinacgdo de parametros de fluorescéncia.
A taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) foi determinada segundo Lttge et al. (1998).

No experimento de curta duracdo (figura 9) foi avaliado o efeito do défice hidrico
sobre a atividade especifica das enzimas de degradacdo do xiloglucano de reserva nos



cotilédones, p-galactosidase e B-glucosidase, segundo Tiné et al. (2000). Para isso, as
plantulas foram submetidas as mesmas condi¢des do experimento anterior. Aos 47 DAE,
foram feitas coletas dos cotilédones de individuos dos 3 lotes a cada 8 horas por dois dias (2,
10 e 18h). Os teores de proteina dos extratos de [B-galactosidase e B-glucosidase foram
determinados usando 50 pL de extrato enzimatico, 750 puL de agua e 200 uL de solugdo de
Bradford (BioRad). A absorbancia foi determinada a 595nm. A quantidade de proteina foi
determinada por compara¢do com uma curva padrdo de albumina bovina sérica.

Também foi avaliado o efeito do défice hidrico sobre a concentracdo de sacarose nos
cotilédones da plantula de H. courbaril. As amostras foram congeladas, secas em liofilizador
e maceradas. Os metabolitos foram extraidos com solucdo de metanol:cloroférmio:agua
(12:5:3 — v/viv) com 200 pg de fenil-B-D-glucopiranosideo como padrdo interno. Apoés
incubacéo a 60°C por 30 minutos, 500 pL de 4gua destilada foram adicionados e o sistema foi
centrifugado a 13000 rpm por 2 minutos. Apds a centrifugacdo a fase superior contendo
metanol/agua foi separada em outro tubo. Desta solugdo, 50 uL foram transferidos para tubos
de GC-MS (crimp vials), que em seguida foram congelados e liofilizados. Entdo foi iniciada a
derivatizacdo das amostras: foram adicionados 200 pL de piridina e 50 uL. de uma mistura de
N,O-bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA) e trimetilsilil-clorosilano (com o auxilio de
uma seringa). Apds o fechamento hermético dos tubos, as amostras foram incubadas a 75°C
por 30 minutos em um bloco aquecedor. Apés este procedimento as amostras derivatizadas
estavam prontas para analise no cromatografo a gas acoplado a detector de ions seletivo a
massas (GC-MS).

Os parametros do método utilizado foram os seguintes: a injecdo da amostra com
volume de trés microlitros ocorreu a 200 °C, a uma pressdo de 10,1 psi. O fluxo de amostra na
coluna foi de 1,0 mL min™, a uma pressdo de 10,1 psi. A rampa do forno iniciou-se a uma
temperatura de 95°C por dois minutos, com aumento de 8°C por minuto até 320°C, com
manutencdo desta temperatura por dois minutos.

As concentracdes de sacarose detectadas pelo GC-MS nos cotilédones nos mesmos
horarios em que foram feitas as dosagens enzimaticas das hidrolases que participam do
desmonte da molécula de xiloglucano foram feitas ap6s a efetuacdo do teste T. As
concentracdes de sacarose dos tratamentos 7D e 14D foram comparadas as concentragdes das
plantulas controle, que foram igualadas a 1.

A analise dos dados em todos os experimentos foi realizada considerando-se a analise
de variancia (ANOVA), utilizando o Winstat para Excel. O teste de diferenca entre as médias

foi o “least significant diferences” (LSD) com p = 0,05.



4. Resultados

4.1. Experimento de longa duracédo (parametros fisioldgicos e bioquimicos)

Ao longo do periodo de coletas do experimento de longa duracdo, os valores do
potencial hidrico mantiveram-se relativamente constantes até o 50° dia ap0s o inicio da
embebicdo das sementes. J& no 53° dia ocorreu diminuicdo dos valores de potencial hidrico
com diferenca estatistica nas plantas que foram regadas a cada 14 dias em relacdo as plantas
que foram submetidas aos outros tratamentos de rega (D e 7D). Até a quinta coleta, as
plantulas submetidas a regas a cada 14 dias passaram a expressar valores ainda mais negativos
desse parametro ecofisiologico. O potencial hidrico dos epicotilos das plantulas (figura 10A)
no inicio do experimento situavam-se entre zero e -0,5 MPa em todos os tratamentos, mas
entre as duas Ultimas coletas houve um salto para quase -4,0 MPa nas plantulas regadas a cada
14 dias. As plantulas sujeitas a rega semanal mantiveram valores constantes e parecidos com
os das plantulas controle (D) durante todo o experimento. Com relacdo ao teor relativo de
agua, os edfilos das plantulas apresentavam valores préximos a 90% quando, no periodo entre
as duas altimas coletas, houve uma queda para 60% nas plantulas 14D (figura 10B).
Novamente, as plantulas 7D mantiveram valores semelhantes com os das plantulas controle

(D) durante todo o experimento.
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Figura 10: Potencial hidrico (A) de epicétilos e teor relativo de agua (B) de e6filos de
plantulas de Hymenaea courbaril L. durante a mobilizacdo do xiloglucano de reserva. D =
rega diaria (controle), 7D = rega a cada 7 dias, 14D = rega a cada quatorze dias. Letras
mailsculas diferentes correspondem a diferencas significativas entre os tratamentos de rega.
Letras mindsculas diferentes correspondem a diferencas significativas entre os dias de coleta.

(p = 0,05). (n = 5).



A massa seca dos cotilédones (figura 11) ndo variou de modo significativo nas plantas
controle em relacdo a primeira coleta. Nas plantulas sujeitas ao regime de rega semanal e a
cada 14 dias as diferencas estatisticas apareceram ja a partir da 22 coleta em relacdo a primeira
coleta, no 39° dia apds a embebicéo das sementes. Os cotilédones das plantulas 14D atingiram
a menor massa em numeros absolutos somente na 32 coleta, com diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos, apds uma queda mais lenta da massa seca do Orgao de

reserva do gue nos outros tratamentos.
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Figura 11. Massa seca dos cotilédones de plantulas de Hymenaea courbaril L. durante
a mobilizacdo do xiloglucano de reserva. D = rega diaria (controle), 7D = rega a cada 7 dias,
14D = rega a cada quatorze dias. Letras maiusculas diferentes correspondem a diferencas
significativas entre os tratamentos de rega. Letras minusculas diferentes correspondem a

diferencas significativas entre os dias de coleta. (p = 0,05). (n =5).



A massa seca das plantulas, resultado da soma da massa seca de todos os 6rgaos,
apresentou queda na 22 coleta em todos os tratamentos devido a queda da testa da semente
(figura 12). A segunda queda da massa seca das plantulas com rega diaria e semanal,
apresentada a partir da terceira coleta, é decorrente da abscisdo dos cotilédones ja murchos
apos a mobilizacdo das reservas. Tal abscisdo ainda ndo havia ocorrido nas plantulas 14D até
a 4@ coleta, resultado que alinha-se aquele apresentado anteriormente, referente a lenta queda
da massa seca dos cotiledones. Ndo foi detectada variacdo na massa seca de raizes, nem

diferencgas estatisticas entre os tratamentos (dados ndo mostrados).
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Figura 12. Massa seca (g) das plantulas de Hymenaea courbaril L. durante a
mobilizacdo do xiloglucano de reserva. Letras mailsculas diferentes correspondem a
diferencas significativas entre os tratamentos de rega. Letras mindsculas diferentes
correspondem a diferencas significativas entre os dias de coleta. D = rega diaria (controle),

7D =rega a cada 7 dias, 14D = rega a cada quatorze dias.



N&o houve variacdo da razdo raiz:parte aérea entre os tratamentos de rega (figura 13),
nem entre os dias de coleta das plantulas controle e das 14D. Houve variacdo significativa
entre as coletas nas plantulas 7D, que mostraram quedas aceleradas na razdo entre as 12 e 22

coletas e entre as 32 e 42 coletas.
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Figura 13. Razdo raiz:parte aérea de plantulas de Hymenaea courbaril L. durante a
mobilizacdo do xiloglucano de reserva. Letras mailsculas diferentes correspondem a
diferencas significativas entre os tratamentos de rega. Letras mindsculas diferentes

correspondem a diferencas significativas entre os dias de coleta. (p = 0,05). (n =5).



O crescimento da area foliar das plantulas-controle seguiu uma média de 20 cm? a
cada 7 dias, que € o tempo entre as coletas (figura 14). Entre a 4% e a 5% coleta, houve
diferencas significativas nas medidas crescentes de area foliar entre os tratamentos de rega.
As plantulas sujeitas aos regimes diferenciados de rega (7D e 14D), tiveram 0 crescimento
inibido. Foi observada diferencas estatisticas entre as coletas das plantulas submetidas a rega
diaria, inclusive nas duas ultimas. Nos outros regimes, as diferencas estatisticas entre as duas
ultimas coletas ndo foram evidenciadas. As médias das areas foliares ndo passaram de 150

cm? na 5% coleta, aproximadamente 25% a menos da média atingida pelas plantulas controle.
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Figura 14. Area foliar (cm?) de plantulas de H. courbaril ao longo da mobilizacdo do
xiloglucano de reserva. Letras mailsculas diferentes correspondem a diferencas significativas
entre os tratamentos de rega. Letras minlsculas diferentes correspondem a diferencas

significativas entre os dias de coleta. (p = 0,05). (n =5).



O teor do xiloglucano extraido em agua (figura 15) indica a quantidade de
polissacarideo de reserva, ou o teor de xiloglucano, ainda presente nos cotilédones apds as
extracOes etanodlicas dos carboidratos solGveis de baixo peso molecular. Foi exibida rapidez
pelas pléantulas-controle na diminuicdo do teor de xiloglucano. N&o foram encontradas
diferengas significativas entre a 22 e a 42 coleta pelas plantulas 7D, mas h& queda no ritmo de
diminuicdo do rendimento de xiloglucano, em relacdo as plantulas com rega diaria,
evidenciada pela diferenca estatistica na 22 coleta. Diferencas estatisticamente significativas
foram apresentadas pelas plantulas 14D entre as 22 e 32 coletas. O rendimento de xiloglucano
por massa seca de cotilédone apresentado pelas plantulas submetidas ao défice hidrico severo
foi bastante superior aquele exibido pelas plantulas com regas diaria e semanal na 22 coleta.
Na coleta seguinte foi atingido o menor valor de teor de xiloglucano pelas plantulas 14D, uma
semana depois das plantulas D, ou seja, houve diminuicdo no ritmo de mobilizacdo das

reservas cotiledonares.
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Figura 15: Rendimento do extraido em &gua dos cotilédones de plantulas de
Hymenaea courbaril L. durante a mobilizacdo do xiloglucano de reserva. D = rega diaria
(controle), 7D = rega a cada 7 dias, 14D = rega a cada quatorze dias. Letras maidsculas
diferentes correspondem a diferencas significativas entre os tratamentos de rega. Letras

minusculas diferentes correspondem a diferencas significativas entre os dias de coleta. (p =

0,05). (n = 5).



A taxa de transporte de elétrons observada nas plantulas 14D foi menor do que nas
plantulas dos outros tratamentos ja na segunda coleta (tabela 1). As plantulas com regas
semanais obtiveram um acréscimo nos valores na taxa de transporte de elétrons, que
permaneceram acima das plantulas controle na 3% e 42 coleta. Na Ultima coleta, o elevado
valor de ETR méximo das plantulas 14D se deve a exposi¢do acidental a umidade durante o
experimento, devido a uma goteira sobre as plantulas 14D que se destinavam especificamente

a esse experimento.

Tabela 1: Taxa maxima de transporte de elétrons em edfilos de plantulas de H.
courbaril ao longo da mobilizacdo do xiloglucano de reserva. D = rega diaria (cotrole), 7D =
rega a cada 7 dias, 14D = rega a cada quatorze dias. Letras maiulsculas diferentes
correspondem a diferencas significativas entre os tratamentos de rega. Letras minusculas
diferentes correspondem a diferengas significativas entre os dias de coleta. C | = 12 coleta no
inicio da restricdo hidrica, C Il = 22 coleta aos sete dias de restri¢do hidrica, C 11l = 32 coleta

aos 14 dias de restri¢do hidrica, C IV = 42 coleta aos 21 dias de restricao hidrica.

ETR Max
Cl cl cll CIV
D 7727 130,37 181,8 B¢ 193,7 B¢
7D 77,272 95,9 A 209,1 AP 230 °P
14D 7727 90,1 ¢ 159,3 AP 196,6 A




Dentre 0s parametros bioquimicos, verificamos a concentracdo de carboidratos
sollveis nos tecidos do parénquima cotiledonar (figura 16). A maior concentracao de sacarose
nos cotilédones das plantulas-controle ocorreu por volta do 45° dia apds o inicio da

embebicdo, com seguida queda para metade desse valor na coleta seguinte, no 53° DAE.

1000 4 —e— D 1200 4 —e— D
—B— 7D -A —B— 7D
800 91 - .4 -14p BDb,* BbD 900 4 - -A- -14D
600 o
o 3600
400
300
200
0 , 0 |
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tempo (dias de restricdo hidrica) Tempo (dias de restricéo hidrica)
1800 -~ Bb — D 17 —¢—D
A —B— 7D —B— 7D
e .
1350 4 lg\ N - =A~ - 14D - =A~ = 14D

b S
g\ A.__Ab

\ Cb A
= ke
L 900 \ § 0,5 1
o
Aa
450
Aa
Aa
A
0 —— 0 —
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tempo (dias de restricao hidrica) Tempo (dias de restricao hidrica)

Figura 16. Carboidratos soliveis (ng g¢* de massa seca) e razdo
sacarose:monossacarideo nos cotilédones de plantulas de H. courbaril ao longo da
mobilizacdo do xiloglucano de reserva. Letras mailsculas diferentes correspondem a
diferencas significativas entre os tratamentos de rega. Letras mindsculas diferentes

correspondem a diferencas significativas entre os dias de coleta. (p=0,05). (n = 5).



Na 32 coleta, as concentracfes de sacarose foram maiores que as de monossacarideos
nos cotilédones das plantulas-controle, ou seja, sem privacdo hidrica a sacarose encontra-se
pronta para ser exportada, mas nas plantulas sob estresse as concentracdes de sacarose foram
significativamente menores.

As concentracdes de glucose permaneceram entre 400 e 800 ug g'l de massa seca nos
3 tratamentos, com tendéncia de aumento nas concentracdes de glucose a partir da 32 coleta
nas plantulas 14D. Tal tendéncia foi confirmada na coleta seguinte. Por outro lado, as
concentracdes de frutose mantiveram-se baixas nas plantulas D, mas nos outros tratamentos
foram aferidos valores aproximadamente trés vezes maiores na 22 coleta. Na 32 coleta foi
observada diminuicdo na concentracdo de frutose mais rapida nas plantulas 7D do que nas
plantulas14D. N&o foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos de rega na
ultima coleta.

Dessa maneira, a razdo sacarose:monossacarideos foi mais préximo de 1 no periodo
compreendido como auge da mobilizacdo do xiloglucano e méaxima concentragdo de sacarose
nos cotilédones para exportacdo (3% coleta) das plantulas D, com diferengas estatisticas
relevantes em relacdo as plantulas sujeitas aos estresses moderado e severo. Nas plantulas 7D
e 14D esta razdo ndo passou de 0,5 durante o periodo de coletas, sem mudancas significativas
nem entre os dias de coletas, nem entre os tratamentos.

A concentracdo de prolina foi outro pardmetro bioquimico avaliado no parénquima
cotiledonar de plantulas de H. courbaril (figura 17). As altas concentracdes desse aminoacido
observadas na 12 coleta ocorrem devido a presenca dos corpos protéicos no inicio da
mobilizagdo do xiloglucano de reserva. A medida que o polissacarideo ¢ digerido através da
atividade das hidrolases, os corpos protéicos e, consequentemente, o conteudo de prolina
diminui. Entretanto, ao final da mobilizacdo, os dados ja ndo apresentam a interferéncia deste
artefato, e no 53° dia ap6s o inicio da embebicdo ocorre uma tendéncia de incremento da
concentracdo de prolina nas plantulas 14D, em relacdo a da 3% coleta. Inversamente, nas
plantulas D e 7D foi observada uma tendéncia na diminuicdo da concentracdo deste
aminoéacido, utilizado para o ajustamento osmético das células de individuos com restricdo
hidrica, assim como os monossacarideos glucose e frutose. Diferencas estatisticas entre 0s

regimes de rega nao foram observadas durante as coletas.
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Figura 17. Concentracdo de prolina (ug g™ de massa seca) nos cotilédones de plantulas
de H. courbaril ao longo da mobilizacdo do xiloglucano de reserva. Letras maiusculas
diferentes correspondem a diferencas significativas entre os tratamentos de rega. Letras

minusculas diferentes correspondem a diferencas significativas entre os dias de coleta. (p =

0,05). (n = 5).



4.2. Experimento de curta duracdo (atividades enzimaticas)

A atividade especifica das enzimas que participam do desmonte da molécula de
xiloglucano de reserva, no periodo compreendido como auge da mobilizagdo (3? coleta do
experimento 1), variou pouco, principalmente nas plantulas 14D. Neste lote houve variagéo
negativa na atividade de B-galactosidase apenas nas 18 e 2 horas no segundo dia de coleta
(figura 18A). Nas plantulas 7D ndo foram observadas modificagdes na atividade de B-
galactosidase (figura 18A) durante a madrugada entre o0 1° e 0 2° dia de coletas. As plantulas
controle apresentaram maior atividade as 10 horas da manhd nos 2 dias de coleta, logo
seguida por queda no horario seguinte. Em todos os tratamentos houve queda significativa no
ultimo ponto de coleta, as 2 horas da manha.

As atividades de B-glucosidase (figura 18B) foram maiores as 10 horas dos dois dias
nas plantulas D, sendo que na Ultima coleta a&s 2 horas da manha a atividade foi metade
daquela apresentada as 10 horas da manhd anterior. Os cotilédones das plantulas 7D
apresentaram menores atividades de B-glucosidase as 18 horas do primeiro dia, com elevacao
da atividade no dia seguinte seguida de queda novamente as 18 horas. Nao houve variacdo na
atividade de p-glucosidase nas plantulas 14D (figura 18B). As plantulas 14D sempre
apresentaram atividade menor que as plantulas controle. Em todos os tratamentos as
atividades das enzimas foram maiores as 10 horas, ou no segundo dia ou em ambos, seguida
de queda de atividade no horério seguinte. Diferencas estatisticas entre os tratamentos de rega

ndo foram observados em nenhuma das atividades especificas de ambas enzimas.
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Figura 18. Atividade especifica das hidrolases de mobilizagdo de xiloglucano de
reserva de cotilédones de plantulas de H. courbaril L. submetidas aos trés diferentes regimes
de regas. A = -galactosidase, B = B-glucosidase. Letras maiusculas diferentes correspondem
a diferencas significativas entre os tratamentos de rega. Letras minusculas diferentes

correspondem a diferencas significativas entre os dias de coleta. (p = 0,05). (h =5).



Quando as atividades da p-galactosidase séo expressas por grama de matéria fresca de
cotilédones (figura 19A), grandes variagdes no segundo dia de coleta foram observadas nos
dados das plantulas sem restricao hidrica, com os maiores resultados apresentados as 10 horas
do 2° dia de coleta, e 0s menores na coleta seguinte, as 18 horas do segundo dia de coleta.

Foram observadas baixas atividades durante a madrugada entre os dias de coleta nas
plantulas 7D. Nas plantulas 14D, foram observadas atividades mais altas de 3-galactosidase
no 1° dia de coleta que no 2°.

Variagdes parecidas com as descritas acima foram observadas com as atividades de -
glucosidase por grama de matéria fresca dos cotilédones (figura 19B), no lote das plantulas-
controle. As variacOes relevantes foram evidenciadas no 2° dia de coleta, com alta atividade
as 10 horas seguida de diminuicdo nos horarios seguintes. Ndo foram observadas variacdes
significativas nas atividades enzimaticas das plantulas 7D entre os horarios das coletas. As 2
horas da manha do 1° dia foi observada a maior atividade enzimatica das plantulas 14D. No

mesmo horario do dia seguinte foi observada a menor atividade enzimatica deste lote.
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Figura 19. Atividade por grama de materia fresca das hidrolases de mobilizacdo de
xiloglucano de reserva de cotilédones de plantulas de H. courbaril L. submetidas aos trés
diferentes regimes de regas. A = B-galactosidase, B = B-glucosidase. Letras maiusculas
diferentes correspondem a diferencas significativas entre os tratamentos de rega. Letras

minusculas diferentes correspondem a diferencas significativas entre os dias de coleta. (p =
0,05). (n=5).



As concentraces de sacarose detectadas pelo GC-MS nos cotilédones nos mesmos
horarios em que foram feitas as dosagens enzimaticas das hidrolases que participam do
desmonte da molécula de xiloglucano s&o mostradas na figura 20. As 10 horas da manhé do
primeiro e do segundo dia de coleta, a concentragdo de sacarose encontrada nos cotilédones
das plantulas 14D é aproximadamente trés vezes maior que a encontrada nas plantulas
controle. As plantulas 7D também apresentam mais que o dobro de concentracdo de sacarose,
em relacdo as plantulas controle, mas somente no 2° dia. Nos demais horérios, as
concentragcOes de sacarose nos cotilédones das plantulas 7D e 14D sdo ligeiramente menores

que as das pléantulas-controle.
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Figura 20. Teor de sacarose de cotilédones de plantulas de H. courbaril L. submetidas
a rega semanal (7D) e a cada 14 dias em relacdo aquelas submetidas a rega diaria (controle)
(n=5).



A analise dos componentes principais do perfil metabélico de cotilédones de plantulas

de Hymenaea courbaril submetidas a regimes diferenciados de regas (figura 21), mostrou que

no horario em que ocorre o auge da fotossintese (10 horas) os perfis das plantulas dos

diferentes lotes divergem, ao passo que nos horérios de 18 e 2 horas os perfis convergem para

pontos bastante semelhantes. Cada ponto do grafico representa uma plantula.
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Figura 21. Andlise de componentes principais do perfil metabdlico de cotilédones de

plantulas de Hymenaea courbaril L. submetidas a regimes diferenciados de regas. Cada ponto

do grafico representa uma plantula.



5. Discussao

5.1. Experimento de longa duracgéo (parametros fisioldgicos e bioquimicos)

A constancia nos valores do potencial hidrico dos epicétilos (figura 10A) e do teor
relativo de agua dos eofilos (figura 10B), até por volta do 53° dia apds o inicio da embebicéo
das sementes, nas plantulas com severa restri¢ao hidrica (14D), indica a tolerancia da plantula
de Hymenaea courbaril L. ao estresse hidrico, originado apds imposi¢do de um défice hidrico,
através da restricdo por suspensao da irrigagéo.

Nos estudos de Thomas & Gausling (2000), as plantulas de Quercus petraea e
Quercus robur submetidas a um estresse hidrico moderado durante 3 meses, apresentaram
resultados estatisticamente distintos daqueles do inicio do tratamento 50 dias depois. Porém, o
potencial hidrico foi mensurado de folhas, com valores por volta de -1,0 MPa no auge do
défice hidrico. Em outro experimento (Lebourgeois et al., 1998), com plantulas de 2
variedades de Pinus nigra, os menores valores de potencial hidrico foliar, foram de
aproximadamente -2,5 MPa, préximo de valores que induzem a cavitacdo do Xilema. Em
ambos os experimentos foram utilizados como modelos bioldgicos espécies adaptadas ao
clima mediterraneo, com verfes quentes e secos, mas que naturalmente ndo ocorrem em
regibes com outros climas, como Hymenaea courbaril L.

O teor relativo de agua de folhas de plantas de aroeira do sertdo (Myracrodruon
urundeuva) com 1 ano de idade, submetidas a 14 dias de suspensdo de regas, teve média de
61,8% (Queiroz et al., 2002). Ao compararmos os resultados dessa espécie arborea, adaptada
a sobrevivéncia em locais onde ha ocorréncia de seca anual pronunciada, com 0s de nosso
experimento, torna-se evidente a adaptacdo de Hymenaea courbaril L. a sobrevivéncia
durante seu critico periodo de estabelecimento tanto em biomas com altos indices
pluviométricos bem distribuidos anualmente, quanto naqueles com disponibilidade hidrica
menor, associados a periodos de seca.

O fato da massa seca dos cotilédones ter apresentado queda mais lenta nas plantulas
14D do que nos outros tratamentos (figura 11), sugere que, durante o tratamento, a taxa de
mobilizacdo das reservas foi reduzida. Aparentemente, durante o estresse, a mobilizacdo das
reservas € reduzida, e ndo aumentada como esperado diante da reducdo da fotossintese. Em
resposta ao estresse, a taxa de crescimento € diminuida, o que reduz a demanda energética.
Este mecanismo aumenta o tempo que a plantula sobreviveria durante um periodo de estresse

até que as condicdes ideais de crescimento fossem reestabelecidas.



Tal resultado é corroborado com aquele referente ao de massa seca total (figura 12). O
desenvolvimento das plantulas com rega semanal foi semelhante ao das plantulas-controle, o
que sugere que a fotossintese esté estabelecida e, portanto, as duas fontes de carbono estdo
atuando sobre o desenvolvimento das plantulas 7D assim como as D. As plantulas de ambos
os lotes mobilizam as reservas cotiledonares para o desenvolvimento da parte aérea (Santos et
al., 2004).

Porém, as plantulas 14D tiveram um crescimento mais lento e inferior ao das plantulas
dos outros lotes ao final do periodo de coletas, sugerindo que a Unica fonte de carbono para
elas é a mobilizacdo das reservas dos cotilédones, que ocorre de maneira mais lenta, fato
evidenciado pela diminuicdo mais demorada da massa seca dos cotilédones, que ainda nédo
haviam sofrido abscisdo das plantulas na quarta coleta. Isso corrobora 0 modelo segundo o
qual, diante de um défice hidrico severo, a plantula reduz sua taxa de crescimento e a
mobilizacdo das reservas, 0 que maximiza suas chances de sobreviver a um periodo de
adversidade.

Segundo Callaway e colaboradores (2003), plantas alocam biomassa nas raizes em
ambientes pobres em nutrientes e em &gua, como resposta para maximizar as habilidades
competitivas dos individuos submetidos ao défice hidrico. De fato, Santos & Buckeridge
(2004) mostraram que o sistema radicular é o segundo maior dreno de carbono em plantulas
de H. courbaril, depois da parte aérea. Porém, a imposicdo de um défice hidrico pode
favorecer uma mudanca nas relagdes fonte-dreno de carboidratos. Sob tais condi¢fes, 0 ABA
enddgeno pode exercer efeito positivo no crescimento da raiz, influenciando, por exemplo, o
aumento de atividade da invertase vacuolar nos tecidos deste érgdo (Troverie et al., 2003),
enzima reconhecida pela capacidade de aumentar a forca de dreno de sacarose nas células
(Molle et al., 2009). Dessa maneira, o sistema radicular pode tornar-se um dreno mais
vigoroso de carboidratos, a ponto de efetuar a manutencéo ou acréscimo de sua massa seca,
em detrimento da forca de dreno na parte aérea, que de fato possui um crescimento bem mais
lento nas plantulas 14D.

Os resultados de éarea foliar (figura 14) sdo tdo dramaticos quanto os obtidos por
Engelbrecht & Kursar (2003): dentre vérias espécies tropicais estudadas, todos os individuos
que sobreviveram ao defice hidrico imposto tiveram diminui¢cdo no aumento da area foliar em
relacdo as que foram irrigadas. Essa reducgdo foi de aproximadamente de 60% em individuos
de H. courbaril L. com 20 semanas de idade, portanto, ja estabelecidas. Tal resultado é
parecido com os de nosso experimento, apesar de nossas plantulas serem mais jovens e ainda
se apresentarem em processo de estabelecimento, 0 que pode ser mais critico para a

sobrevivéncia delas.



Assim, a reducgdo nas taxas de desenvolvimento da area foliar nas plantulas submetidas
tanto ao défice hidrico moderado quanto ao severo, é causada pela utilizacao das reservas para
a sobrevivéncia das plantulas, em detrimento do desenvolvimento da parte aérea. Tal
desenvolvimento acontece de maneira plena nas plantulas-controle (figura 14), de acordo com
0s mecanismos de mobilizacdo do xiloglucano de reserva (Tiné et al., 2000), e de distribuicdo
de carboidratos de acordo com as relagdes fonte-dreno de sacarose (Santos & Buckeridge,
2004; Molle et al., 2009). Uma das consequéncias do subdesenvolvimento da parte aérea é a
diminuicdo da &rea sujeita a perda de &gua para 0 ambiente através da transpiracdo, uma das
principais demandas por agua que as plantulas possuem, ao lado da fotossintese (Fan et al.,
2006).

Dentre os parametros discutidos até agora, o comportamento das plantulas 7D
assemelhou-se com aquele apresentado pelas plantulas D. Quando fazemos a comparacao da
area foliar entre os lotes com diferentes regimes de rega (figura 14), finalmente as plantulas
7D exibem resultados tipicos de plantulas estressadas, que se assemelham bastante com o0s
resultados concernentes as plantulas 14D. A inibicdo do crescimento aliado a consequente
reducdo da area foliar sujeita a transpiracdo sdo determinantes para o prolongamento da
sobrevivéncia das plantulas estressadas.

Outra clara indicacdo da diminuicdo no ritmo de mobilizacdo das reservas
cotiledonares de plantulas de Hymenaea courbaril L. sob défice hidrico, é a atenuada
diminuicdo do teor de xiloglucano nos cotilédones das plantulas 7D e 14D ao longo do
experimento (figura 15). A mobilizagdo mais lenta das reservas cotiledonares significa
crescimento mais lento das plantulas 14D, o que acarreta um tempo mais prolongado de
sobrevivéncia delas apenas utilizando-se das reservas, Unica fonte de carbono para a plantula
nessa situacéo de estresse.

O nivel de desidratacdo imposto as plantulas de H. courbaril levou a reducdo da taxa
méaxima de transporte de elétrons (tabela 1). Quando este parametro é observado nas plantulas
com restricdo hidrica rigorosa, percebe-se 0s menores valores, mesmo com pequena
diminuicdo do teor relativo de agua, como aconteceu com as plantulas 14D. Ap6s a
reidratacdo acidental das plantulas 14D antes da 42 coleta, houve recuperagdo da taxa maxima
do transporte de elétrons, o que demonstra que, apesar de severo, o défice hidrico nao
provocou danos permanentes nos centros de reagdo do fotossistema Il. Caso houvesse tais
danos, haveria inibicdo da fotossintese, segundo estudos feitos em oliveiras (Angelopoulos et
al., 1996).

A alta concentracdo de sacarose nas plantulas controle observada entre o0 46° e 0 53°

dias ap6s o inicio da embebicdo (figura 16) coincide com o auge da mobilizacdo do



xiloglucano de reserva, que é degradado até a formacdo da sacarose, seguida de sua
exportacdo para os tecidos-dreno da plantula de H. courbaril L. (Tiné et al., 2000; Molle et
al., 2009). A presenca de grandes quantidades de sacarose geralmente indica que ha alguma
fonte de energia importante em acdo na planta (Buckeridge et al., 2004). No caso das
plantulas D, a fonte de energia pode ser o cotilédone durante a noite ou os edfilos durante o
dia. As concentracGes menores dos monossacarideos no cotilédone dao forca ao fato de que a
glucose e frutose originadas da mobilizacdo do xiloglucano de reserva ja seriam
transformadas em sacarose, para imediata exportacdo, ou em amido transitorio, que funciona
como um “tampdo” de carboidratos, evitando o aumento excessivo da concentracdo
citoplasmatica de monossacarideos (Tiné, 1997).

Nos dados de concentracdo de carboidratos soltveis (figura 16) foram observados que
as plantulas submetidas a regas semanais (7D) obtiveram resultados mais préximos de 14D do
que de D, assim como nos dados de area foliar. Isso mostra que, do ponto de vista
bioquimico, as plantulas 7D estavam reagindo ao estresse, embora isso ndo se reflita nos
dados de crescimento. Ou seja, as plantas estavam se aclimatando bioguimicamente ao
estresse.

As concentragdes de sacarose no modo “ndo exportagdo de sacarose”, observadas nas
plantulas 7D e 14D, sdo muito mais baixas que as encontradas nos cotilédones das plantulas-
controle, que estdo exportando o dissacarideo para os 6rgaos dreno. As concentracfes de
monossacarideos sdo maiores nos cotilédones das plantulas estressadas porque tanto a glucose
como a frutose sdo solutos orgéanicos de pequenas massas moleculares que podem estar
envolvidos no ajuste osmotico celular. ConcentracBes celulares maiores desses
monossacarideos fazem com que a saida de agua da célula seja bem mais dificil em caso de
estresse hidrico. Na literatura sdo citados mecanismos de aumento na degradacéo de sacarose.
O incremento da atividade de invertase vacuolar é o mais citado, sendo relacionado com o
aumento das concentracdes de acido abscisico (ABA) que aumenta o nivel de transcrito Ivr2
que codifica uma invertase vacuolar (Troverie et al., 2003). Existem estudos sobre a
modulacdo diurna da expressao e a especificidade 6rgdo/tecido desse transcrito (Kim et al.,
2000a). Pelleschi e colaboradores (1997) citam a alta atividade da invertase vacuolar sem
alteracdo na atividade de invertase alcalina, e diminui¢do da sintese de sacarose, atraves da
gueda da atividade da sacarose fosfato sintase, em virtude do decréscimo da entrada do CO,
em folhas maduras de plantas de milho submetidas ao estresse hidrico, devido ao fechamento
estomatico. Entdo, e possivel que uma parte da sacarose, devido ao défice hidrico imposto as
plantulas 7D e 14D, deixe de ser sintetizada nos cotilédones, em virtude da queda de atividade

da sacarose fosfato sintase.



O aminoécido prolina, assim como 0s monossacarideos, também é um soluto organico
de massa molecular reduzida também envolvido no ajuste osmético celular. A tendéncia de
aumento das concentracfes desse aminoacido a partir do 46° dia apds o inicio da embebicao
nas plantulas 14D é outro indicativo do estresse hidrico imposto a elas (figura 17). A
ocorréncia de tal evento ndo foi observada nas plantulas 7D, que apresentou resultados
semelhantes aos das plantulas-controle. Na literatura ha estudos sobre a atividade de
biossintese de prolina realizada pela sintetase de glutamina. Plantas mutantes para essa
enzima acumulam menos prolina do que tipos selvagens, quando ambas séo submetidas ao
défice hidrico (Diaz et al., 2010).

Em outra abordagem, um grupo de genes denominados P5CS é responsavel pela
codificacdo da enzima que promove o primeiro passo da via de biossintese da prolina:
sintetase de A-1-pirrolina-5-carboxilato. As enzimas P5CS sdo isoformas que possuem
funcdes ndo redundantes. Em Arabidopsis thaliana, o gene AtP5CS1 € expresso em Varias
células, exceto naquelas em divisdo. O gene AtP5CS2 é expresso somente em células em
rapida divisdo. Ambos sdo induzidos principalmente pela seca, porém P5CS1 é insuficiente
para compensar os efeitos causados pela inativacdo do P5CS2 (Székely et al., 2008). Ha
outros relatos de acimulo deste aminoacido de forma a favorecer a aclimatacdo e/ou
adaptacdo das plantas ao défice hidrico imposto (Nayyar & Walia 2003; Yamada et al., 2005;
Garcia, 2009).

5.2. Experimento de curta duracado (atividades enzimaticas)

As atividades enzimaticas das plantulas controle apresentaram um perfil distinto
daquelas apresentadas por Amaral (2005). A atividade mais alta da enzima B-glucosidase por
massa seca das plantulas controle (figura 19B) teve um atraso de 8 horas em relacdo a
atividade apresentada na literatura. Este atraso € maior que o intervalo entre o acimulo de
RNAmM desta enzima e sua atividade que é de 6 horas (Branddo et al., 2009), o que torna o
panorama ainda mais complexo.

As atividades especificas das plantulas controle, sdo as que apresentam as maiores
variacdes entre os horarios de coleta, a0 passo que as atividades especificas das plantulas
regadas a cada 14D sdo praticamente lineares (figuras 18A e B). Esse dado é indicativo de que
quando a fotossintese ndo é fonte priméria e principal de carbono para a plantula, as variacoes
diarias da mobilizacdo das reservas cotiledonares, a outra fonte de carbono para a plantula,

passa a inexistir. Com a inibicdo da fotossintese, as reservas passam a ser a Unica fonte de



carbono e sdo mobilizadas de forma uniforme ao longo do dia. Esse fato é especialmente claro
quando observamos a atividade especifica da B-glucosidase nos cotilédones das plantulas
regadas a cada 14 dias (figura 18B).

A constancia das atividades das hidrolases ao longo do dia é necessaria para as
plantulas 14D porque a redugéo do crescimento, principalmente das folhas que deveriam estar
se expandindo, pode acarretar num outro tipo de estresse comum para as plantulas, que
possuem como habitat o solo sombreado da floresta: o estresse por falta de luz.

A luz, mesmo difusa, promove o crescimento da parte aérea, local de biossintese do
acido indol-acético, que modula a expressdo de genes que codificam as enzimas de parede
celular, responsaveis pela degradagdo do polissacarideo de reserva (Santos et al., 2004). Com
0 desenvolvimento da parte aérea diminuido, existe a possibilidade de que a biossintese da
auxina também esteja inibida, afetando a expressao dos genes codificadores das hidrolases, o
que acarreta na diminuicao do ritmo de degradacgéo do xiloglucano. Este fato favorece a pouca
variacdo da atividade da p-galactosidase e da B-glucosidase, em virtude da inibicdo da
fotossintese causada pelo fechamento estomatico induzido pelo defice hidrico.

A auséncia de variacdo também foi observada nas concentracdes de carboidratos
soltveis (figura 16). Embora os dados estejam expressos em outra escala de tempo, as
concentracdes de sacarose, frutose e glucose, além da razdo sacarose:monosacarideo, tendem
a permanecerem inalteradas desde a segunda coleta nas plantulas 14D. Esse fato, juntamente
com as quedas lentas da massa seca dos cotilédones (figura 11) e do rendimento de
xiloglucano extraido em agua (figura 15) corroboram essa teoria.

Apds o pico de concentracdo de sacarose nos cotilédones das plantulas 14D em
relacdo as plantulas D (figura 20), ocorre a exportacdo macica de sacarose para 0s 6rgdos
dreno da plantula, de forma que no horéario seguinte de coleta (18 horas), a concentragdo de
sacarose ja esta abaixo daquela encontrada nas plantulas-controle, e assim se mantem durante
a madrugada. Posteriormente, o valor ascende em comparacdo ao controle de novo as 10
horas. Assim, a demanda energética, caracterizada pela mobilizacdo das reservas e exportacdo
da sacarose dos cotilédones para os 6rgaos-dreno, parece ter sido transferida para o periodo
diurno nas plantulas estressadas, em substituicdo da fotossintese que nelas encontra-se
deprimida.

As 10 horas, horério do auge da assimilacio de carbono pela fotossintese, os perfis
metabdlicos das plantulas mostrados na analise dos componentes principais (figura 21)
divergem, porque a restricdo hidrica & um fator que influencia sobremaneira o comportamento
fotossintético, devido ao fechamento estomatico naquelas plantulas submetidas a um défice

hidrico severo. Nos horarios em que a fotossintese ndo ocorre (18 e 2 horas), o perfil



metabolico das plantulas converge para pontos muito proximos, o que é indicativo de que o
metabolismo de mobilizacéo das reservas cotiledonares € menos suscetivel a restricdo hidrica
do que a fotossintese, 0 que garante para as plantulas que tentam se estabelecer em ambientes
com condicBes hidricas adversas, maior possibilidade de sucesso ao aproveitar o carbono
proveniente da mobilizacdo do xiloglucano de reserva, que estd sendo desmontado neste
momento para que haja exportacdo de carbono via sacarose no horario da fotossintese (figura
20).



6. Conclusodes

O padrdao de crescimento das plantulas de Hymenaea courbaril foi alterado pela
imposicdo do estresse hidrico. Nao houve reproducéo do padrdo quantitativo na utilizagdo das
reservas das plantulas de Hymenaea courbaril L., como descrito na literatura. Houve uma
mudanca qualitativa, naquelas submetidas ao estresse hidrico. A Unica fonte de reserva
(cotilédones) deixa de exportar sacarose durante a madrugada, passando a exporta-la durante
o dia.

A taxa de crescimento das plantulas foi reduzida, o que reduz a demanda energética e
aumenta o tempo de disponibilidade para plantula das reservas cotiledonares. A diminuicao
das taxas de crescimento da plantula e de transporte de elétrons nos eo6filos, induzida pela
imposicdo de défices hidricos moderado (rega a cada 7 dias) e intenso (rega a cada 14 dias),
modifica a mobilizagdo do xiloglucano de reserva dos cotilédones, tornando-a constante ao

longo do dia.
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