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RESUMO

A baixa disponibilidade hidrica afeta diretamente o banco de sementes presente na
Caatinga e a sua capacidade de germinagdo. Assim, sendo a 4gua um fator abidtico
essencial para o processo de embebicao, diversas espécies da Caatinga apresentam nas
suas sementes uma estratégia fisiologica reportada na literatura como memoria hidrica,
utilizada para mitigar os efeitos da irregularidade pluvial existente nesse ambiente. Sendo
assim o objetivo do presente trabalho foi avaliar a ocorréncia de memoria hidrica em
sementes de Sarcomphalus joazeiro através da andlise das alteragdes bioquimicas em
sementes submetidas a ciclos de hidratagdo ¢ desidratacdo — HD e a hidratagdo continua
e sua influéncia em plantas jovens oriundas dessas sementes submetidas a déficit hidrico,
através de andlises de parametros ecofisiologicos, bioquimicos e anatdmicos. As
sementes passaram por escarificagdo quimica com 4cido sulfurico, durante 120min, e
foram submetidas a diferentes ciclos (0, 1, 2 e 3) de hidratagcdo e desidratacdo — HD,
correspondendo a 12 horas de hidratacdo e 48 horas de secagem, valores determinados
através das curvas de hidratacao e desidratacdo, e a hidratagdo continua por um periodo
de 183h, foram utilizadas 310 sementes por tratamento, o experimento foi realizado trés
vezes, sendo assim uma triplicata bioldgica. Foram realizadas coletas em cada ponto dos
ciclos de hidrata¢do e desidratagdo e ao longo do periodo de hidratagdo continua e em
diferentes intervalos de tempo (controle, 13h, 61h, 74h, 122h, 135h e 183h), apds o inicio
da hidrata¢ao das sementes, totalizando 7 coletas, sendo 30 sementes coletadas em cada
uma, posteriormente foram congeladas com nitrogénio liquido e mantidas em ultrafreezer
a -80°C para posteriores analises bioquimicas. As demais sementes dos tratamentos de
hidratacao descontinua e hidratacdo continua foram colocadas para germinar, sendo 4
repeti¢des de 25 sementes cada para cada tratamento, totalizando 100 sementes por ciclos
de HD e 100 sementes provenientes da hidratacdo continua, as plantas oriundas das
sementes submetidas a hidratagdo continua ndo apresentaram germinagao suficiente para
obtengao de plantas para a montagem do experimento, as que foram oriundas de sementes
que passaram pelos ciclos de HD foram submetidas a diferentes ciclos de suspensdo de
rega (Controle- rega didria, E7- a cada 7 dias, E14- a cada 14 dias, E21 a dada 21 dias e
RE- plantas que depois de 28 dias de suspensdo de rega foram reidratadas). Analises
bioquimicas foram realizadas, além de analises dos parametros fotossintéticos, status

hidrico e anatomia foliar das plantas jovens. Os resultados mostraram que sementes
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submetidas a ciclos de HD apresentaram maior germinabilidade, maior indice de
velocidade de emergéncia, menores valores de Tso e acumularam maiores teores de
prolina. As plantas jovens oriundas de 0, 1 e 2 ciclos de HD apresentaram redugdo da
assimila¢do liquida de carbono (4) somente quando submetidas a estresse severo apos 21
dias de suspensdo da rega, as plantas oriundas de sementes que passaram por 3 ciclos de
HD nao apresentaram reducdo significativa aos 21 dias de estresse hidrico para esse
mesmo parametro. As analises anatdmicas demonstraram que em condig¢des de seca nota-
se que, inicialmente nas plantulas oriundas de sementes que passaram por 0, 1 e 2 ciclos
de HD, apresentaram sintomas como perda de turgor nas células epidérmicas da face
abaxial e/ou reducdo na quantidade de graos de amido dos cloroplastos, apos reidratagao
notou-se que nas plantulas oriundas de sementes que nao passaram pelos ciclos de
hidratacdo e desidratagdo — HD, as células epidérmicas da face abaxial ndo completaram
totalmente o processo de reidratagdo plena. Os resultados obtidos comprovaram que os
ciclos de HD das sementes conferiram uma maior tolerancia a seca nas plantas

comprovando a existéncia de memoria hidrica nas mesmas.

Palavras-chave: Caatinga, trocas gasosas, potencial hidrico, anatomia foliar, sementes.
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ABSTRACT

Low water availability directly affects the seed bank present in the Caatinga and its
germination capacity. Thus, as water is an essential abiotic factor for the imbibition
process, several Caatinga species present in their seeds a physiological strategy reported
in the literature as seed hydration memory, used to mitigate the effects of rainfall
irregularity existing in this environment. Thus, the objective of this work was to evaluate
the occurrence of water memory in Sarcomphalus joazeiro seeds through the analysis of
biochemical changes in seeds submitted to cycles of hydration and dehydration - HD and
continuous hydration and its influence on young plants from these seeds subjected to
water deficit, through analysis of ecophysiological, biochemical and anatomical
parameters. The seeds underwent chemical scarification with sulfuric acid, for 120
minutes, and were submitted to different cycles (0, 1, 2 and 3) of hydration and
dehydration - HD, corresponding to 12 hours of hydration and 48 hours of drying, values
determined through of hydration and dehydration curves, and continuous hydration for a
period of 183h, 310 seeds were used per treatment, the experiment was carried out three
times, thus being a biological triplicate. Samples were taken at each point of the hydration
and dehydration cycles and throughout the period of continuous hydration and at different
time intervals (control, 13h, 61h, 74h, 122h, 135h and 183h), after the beginning of seed
hydration, totaling 7 collections, with 30 seeds collected in each one, subsequently frozen
with liquid nitrogen and kept in an ultrafreezer at -80°C for further biochemical analysis.
The other seeds from the discontinuous hydration and continuous hydration treatments
were placed to germinate, with 4 repetitions of 25 seeds each for each treatment, totaling
100 seeds per HD cycles and 100 seeds from continuous hydration, the plants originating
from the seeds subjected to hydration continuous did not show enough germination to
obtain plants for the experiment, those that came from seeds that went through the HD
cycles were submitted to different water suspension cycles (Control- daily watering, E7-
every 7 days, E14 - every 14 days, E21 at 21 days and RE- plants that were rehydrated
after 28 days of withholding water). Biochemical analyzes were performed, in addition
to analyzes of photosynthetic parameters, water status and leaf anatomy of young plants.
The results showed that seeds subjected to HD cycles showed greater germinability,
higher emergence speed index, lower Tso values and accumulated higher proline contents.

Young plants from 0, 1 and 2 HD cycles showed a reduction in net carbon assimilation
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(4) only when subjected to severe stress after 21 days of water suspension, plants from
seeds that underwent 3 HD cycles did not showed a significant reduction after 21 days of
water stress for the same parameter. Anatomical analyzes showed that under drought
conditions, it was noted that, initially, seedlings originating from seeds that underwent 0,
1 and 2 cycles of HD, showed symptoms such as loss of turgor in the epidermal cells of
the abaxial surface and/or reduction in the amount of starch grains from chloroplasts, after
rehydration it was noted that in seedlings originating from seeds that did not go through
discontinuous hydration, the epidermal cells of the abaxial face did not completely
complete the full rehydration process. The results obtained proved that the HD cycles of
the seeds conferred a greater tolerance to drought in the plants, proving the existence of
seed hydration memory in them.

Keywords: Caatinga, gas exchange, water potential, leaf anatomy, seeds.
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a” em plantas de
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Figura 17: Eficiéncia quantica maxima do FSII (Fv/Fm) da clorofila
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diminui¢dao na quantidade de grios de amido nos cloroplastos. (Setas indicam cristais;
Pontas de seta indicam graos de amido em células corticais; C, cortex; Fi, fibras; M,
mesofilo; Ph, floema; PP, parénquima palicadico; SP, parénquima lacunoso; VB, feixe
vascular; X, xilema). Barras: A (100 pm); B-E (S50m)..eceeuceineiiinieieiiiaresnecnaneens 49

Figura 20. Anatomia foliar de Sarcomphalus joazeiro Mart. em plantulas oriundas de
sementes submetidas a diferentes ciclos de hidratacdo e desidratagdo — HD (0, 1,2 ¢ 3
ciclos). Tratamentos de reirrigacao: ciclo 0 (A, C), ciclo 2 (B), ciclo 1 (D), ciclo 3 (E). A.
Aspecto geral da nervura central. B. Detalhe da nervura central. C-E. Aspectos gerais da
regido entre nervura central e margem mostrando que as células retomam turgidez e que
os cloroplastos voltam a apresentar mais graos de amido; em C nota-se que a perda de
turgor ainda pode estar presente nas células epidérmicas da face abaxial. (Setas indicam
cristais; Pontas de seta indicam graos de amido em células corticais; C, cortex; Fi, fibras;
M, mesofilo; Ph, floema; PP, parénquima pali¢ddico; SP, parénquima lacunoso;
VB, feixe vascular; X, xilema). Barras: A (100 pm); BE (50 pm)...ccviiieiiniineennnn. 50
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1. INTRODUCAO

A floresta tropical seca brasileira — Caatinga - ¢ caracterizada por um clima
semiarido com altas temperaturas e baixo indice pluviométrico, baixa capacidade do solo
em armazenar agua, o que torna esse ambiente uma regiao que apresenta multiplos fatores
de estresse abiodticos, sendo o déficit hidrico um dos que mais afetam as taxas de
sobrevivéncia dos vegetais encontrados nesse habitat, isto porque a agua ¢ um recurso
essencial para garantir a vitalidade dos organismos vegetais e a sua baixa disponibilidade
afeta diretamente o crescimento e desenvolvimento das plantas (Wilson e Witkowsky
1998, Meiado 2013).

Fases iniciais do desenvolvimento vegetal, que incluem o processo de germinagao
sdo sensiveis a baixa disponibilidade hidrica, exigindo das espécies oriundas desse
ambiente, estratégias morfologicas, anatomicas e fisiologicas que garantam o seu
desenvolvimento mesmo diante dessas condigdes adversas, desde os processos
germinativos até o estabelecimento e desenvolvimento da planta. Mudangas no padrao de
desenvolvimento radicular, perda das folhas durante a estagdo mais seca, diminui¢ao da
taxa fotossintética e acumulo de solutos organicos, dentre outras, sdo respostas
encontradas na vegetacdo da Caatinga para mitigar os efeitos da seca presente nesse
ambiente (Medeiros, 2013).

A baixa disponibilidade hidrica afeta diretamente o banco de sementes presente
na Caatinga e a sua capacidade de germinacao tendo em vista que a agua ¢ essencial para
o processo de embebicdo que acontece nas sementes, garantindo que as modificacdes
fisiologicas e bioquimicas que antecedem a germinagdo ocorram. Em regides semi-aridas
¢ necessario que as sementes sejam tolerantes a dessecagdo e consigam se desenvolver
mediante a niveis pequenos de umidade. Os periodos irregulares e escassos de chuvas na
estacdo chuvosa e as breves e esporadicas chuvas durante a estagcdo seca, (Sampaio, 1995;
Prado, 2003) podem interromper o processo de embebicao das sementes, o que impedira
ou retardard o processo de germinacdo (Lima e Meiado, 2017). O metabolismo inicial das
sementes ocorrido durante esse curto periodo de hidratagdo ¢ interrompido e o processo
de desidratacdo das sementes se inicia, perdendo agua para o solo seco retardando o

desenvolvimento do embrido e a protrusdo da radicula.



Estudos recentes (Lima, 2018; Santos e Meiado, 2018; Melo 2019) mostraram que
diversas espécies da Caatinga apresentam nas suas sementes uma estratégia fisioldgica
para mitigar os efeitos da irregularidade pluvial existente nesse ambiente, sendo capazes
de manter as alteracdes fisiologicas que ocorrem durante os periodos de hidratagdo
mesmo quando passam por periodos de desidratacdo, pausando o seu metabolismo, e
desta maneira, conseguem aumentar as suas taxas de germinagdo. Segundo Dubrosky
(1996), estudando espécie da familia Cactaceae esta estratégia fisiologica ¢ denominada
memoria de hidratacdo de sementes.

A avaliacdo da ocorréncia dessa estratégia nas sementes pode ser feita a partir de
varios parametros como, por exemplo, através da taxa de germinagdo, indice de
velocidade de emergéncia e do indice de sincronia das sementes germinadas. O
conhecimento acerca das substancias envolvidas na tolerancia a dessecagao das sementes
que passam por ciclos de hidratagdo e desidratacdo ainda ¢ limitado, sendo necessarios
estudos que contribuam para a elucidagdo dos mecanismos bioquimicos envolvidos nessa
resposta fisiologica (Meiado, 2013).

O acumulo de solutos organicos como agucares soltuveis, redutores, e aminoacidos
durante estresses abiodticos sdo descritos na literatura como uma importante estratégia
bioquimica, visto a fungdo osmorregulador que esses metabolitos possuem em situagdes
de déficit hidrico. Os carboidratos podem contribuir para a estabilizagdo das membranas
por promoverem a formagdo de um estado vitreo em situacdes de estresse, sendo,
portanto, um importante parametro de avaliacdo da tolerancia a periodos de seca em
vegetais (Medeiros ef al., 2018; De Andrade, 2020).

A literatura reporta que a variagdo nos teores de carboidratos pode ser especifica
a depender da espécie, algumas sementes por exemplo, podem diminuir a concentragao
desses agucares em situagdes de baixa disponibilidade de 4gua visando maiores taxas de
germinagdo e a utilizacdo desses compostos como reserva energética (Dias ez al., 2013).

Desta forma, uma avaliagdo da dindmica da composi¢ao bioquimica de sementes
que passam por hidratacdo descontinua por ser uma importante ferramenta de analise
comparativa para materiais bioldogicos em condigdes Otimas de sobrevivéncia e em
condi¢cdes consideradas estressantes (Willians et al., 2013) anéalises qualitativas de solutos
bioquimicos podem elucidar diversas questdes acerca de mecanismos de sobrevivéncia
em situacgoes hidricas desfavoraveis (Xu et al., 2014).

Alguns estudos recentes (Freitas et al., 2021; Santos Junior et al., 2021; Lima e

Meiado, 2018) evidenciaram a ocorréncia dessa memoria em sementes de ambientes



semidridos e a propagacao dessa estratégia fisiologica nas plantulas, proporcionando-as
maior tolerancia a seca durante seu estagio inicial de crescimento (Rito ef al., 2009).

Uma forma simples de avaliar alteracdes morfologicas no crescimento das plantas
¢ por meio da avaliagdo de medidas biométricas, por necessitar de poucos recursos. O
acimulo de matéria seca ¢ o mais importante dos fatores fisiologicos nas avaliagcdes do
crescimento (Peixoto ef al., 1988; Benincasa, 2003).

O decréscimo nos parametros fotossintéticos também tem sido utilizado para
avaliar plantas expostas ao estresse hidrico, sendo considerado um sintoma proprio dessa
condi¢do (Smirnoff, 1995). Quando h4 um prolongamento do tempo em que a planta esta
submetida ao déficit hidrico, pode haver inibicdo da produgdo de clorofila a e b,
dependendo da reacao de cada espécie (Chernyad’ Ev, 2005). Os carotenoides, pigmentos
que possuem fungdes de absor¢do de energia da luz, transferem para os centros de reacdes
dos fotossistemas I e 11, protegendo-os contra os problemas causados pelo excesso de luz,
como a fotooxidacao (Chernyad’ Ev, 2005; Cseke et al., 2006). Esse processo pode vir a
acarretar, em plantas sobre estresse, a diminui¢do da taxa fotossintética geralmente
explicada pelas limitagdes estomaticas ou ndo estomaticas (Zlatev; Yordanov, 2004).

Componente da flora da floresta tropical seca brasileira, o Juazeiro (Sarcomphalus
Jjoazeiro Mart.), conhecido popularmente por uma variedade de nomes (jud-bravo,
joazeiro, jua-de-boi), ¢ uma espécie pertencente a classe Magnoliopsida (Dicotyledona),
a ordem Rhamnales, familia Rhamnaceae, ¢ uma espécie de grande valor econdmico e
pode ser utilizada na alimentag¢do de animais, isso por ter a peculiaridade de permanecer
sempre verde, tornando-se alimento aos rebanhos nas épocas de seca. Além de ser
importante produto medicinal na producdo de remédios para problemas no estdmago,
limpeza de dentes e um poderoso clareador facial. Seus frutos (o jud) também sao
utilizados na alimentagdo humana, tanto ao natural como em forma de doce (Soares, 2022;
Lorenzi, 2002; Carvalho, 2007).

Possui sementes que apresentam dorméncia tegumentar e baixa taxa de
germinagdo tornando desafiadora a producao de mudas dessa espécie sendo necessarios
tratamentos pré-germinativos que garantam a quebra da dorméncia e possibilitem que a
dgua consiga embeber o embrido da semente (Didgenes et al., 2010; Rocha et al., 2015),
estudos fisiologicos sobre a espécie sdo de fundamental importancia para elucidar acerca
da taxa de sobrevivéncia nas regeneragdes de comunidades naturais e embasar protocolos
de producdo de mudas e garantir a preservagao da espécie, através da insercdo da mesma

em projetos de restauragdo de areas degradadas (Silva, 2011).



2. OBJETIVO

Avaliar a ocorréncia de memoria hidrica em sementes de Sarcomphalus joazeiro
submetidas a hidratacdo descontinua e sua influéncia na tolerancia a seca de plantas

jovens oriundas dessas sementes submetidas ao déficit hidrico no solo.



3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos de ciclos de hidratacao e desidratacdo (HD) das sementes e de
ciclos de déficit hidrico nas plantas de Sarcomphalus joazeiro foram conduzidos no
Laboratério de Fisiologia ¢ Bioquimica do Instituto de Pesquisas Ambientais (IPA) de
Sao Paulo, as sementes utilizadas foram cedidas pela Rede de Sementes de Caatinga
(UNIVASF, CRAD/MINISTERIO DA INTEGRACAO SOCIAL) ¢ pelo LAFISE

(Laboratorio de Fisiologia de Sementes da Universidade Federal de Sergipe).

3.1 Massa seca (MS) e teor de umidade (TU) das sementes

Para determinar a massa seca (mg) e o teor de umidade (%) foram utilizadas 250
sementes divididas em 5 repeticdes, as quais foram secas em estufa a 105°C por 48h sendo
o TU determinado por meio da formula: TU= (MF-MS) / MF x 100, em que MF e MS
representam os valores de biomassa fresca e seca, respectivamente (DUBROVSKY,

1988).

3.2 Curvas de embebicao e desidratacio

Para avaliar o padrao de embebi¢do das sementes da espécie estudada, foram
utilizadas 100 sementes divididas em quatro repetigdes de 25 sementes cada.
Inicialmente, as sementes foram imersas com acido sulfurico por 120 minutos, para a
superacao da dorméncia tegumentar (Didgenes et al., 2010), lavadas com dgua corrente e
pesadas em balanga analitica e colocadas para embeber em placas de Petri de 9 cm
contendo duas camadas de papel de filtro umedecidas com 10 mL de agua destilada. Os
recipientes foram mantidos em laboratorio a temperatura ambiente (média entre 25 e
30°C). Em intervalos de uma hora as sementes foram retiradas da placa, secas em papel
absorvente e pesadas para determinacdo da massa fresca e novamente colocadas nas
placas de Petri até completarem o ciclo de embebicdo. A embebigao foi estimada através

da variagdao da biomassa das sementes nos diferentes intervalos de tempo avaliados.

Para a realizag¢ao da curva de desidratagdo, foram pesadas quatro repetigdes de 25
sementes em balanca analitica para obtengdo do peso inicial. Posteriormente, cada
repeti¢do foi colocada em placas de Petri de 9 cm de diametro contendo duas camadas de
papel de filtro umedecidas com 10 mL de &4gua destilada durante um periodo

correspondente a 26 horas onde as sementes absorveram a quantidade maxima de agua



antes da germinacdo, dado obtido através da curva de embebicdo. Apos a hidratagdo, as
repeti¢des foram retiradas do contato com a agua, colocadas para secar em bandejas
colocadas em dessecadores, pesadas em balanga analitica em intervalos de uma hora, até

que o peso das repeti¢cdes voltasse ao peso inicial.

3.3 Experimentos de ciclos de hidratacio e desidratacao (HD) e hidratacao
constante (HC) das sementes de Sarcomphalus joazeiro

Para avaliar os efeitos dos ciclos de hidratagdo e desidratagdo (HD) na
germinagdo, sobrevivéncia e desenvolvimento das plantulas de Sarcomphalus joazeiro
Mart. as sementes foram submetidas a 0, 1, 2 e 3 ciclos de HD correspondendo a 13h de
hidratacdo em 4gua destilada e 48 horas de secagem, valores determinados através das
curvas de hidratagdo e desidratacdo, onde o tempo de hidrata¢dao corresponde a metade
do tempo necessario para que ela chegasse na fase I. (Lima et al., 2018). Foram utilizadas
310 sementes por tratamento. A fase de hidratacdo das sementes foi realizada em placas
de Petri, as quais foram mantidas em condi¢des de laboratorio sob temperatura ambiente
(média 25°C). Para a fase de desidratagdo, as sementes foram colocadas para secar em
placas de Petri com uma camada de papel filtro e mantidas no dessecador por 48h ou até
que as mesmas retornassem ao peso inicial antes da embebicdo. Em cada ponto do ciclo
de hidratacdo e desidratagdo 30 sementes foram retiradas, totalizando 7 coletas,
posteriormente congeladas com nitrogénio liquido e mantidas em ultrafreezer a -80°C

para posteriores analises bioquimicas.

Para avaliar os efeitos da hidratagdo constante na germinagdo, sobrevivéncia e
desenvolvimento das plantulas de Sarcomphalus joazeiro Mart., 200 sementes foram
submetidas a 183 horas de embebic¢ao, esse tratamento foi realizado em 8 placas de Petri
contendo 10 ml de agua e 25 sementes em cada, as quais foram mantidas em condicdes
de laboratdrio sob temperatura ambiente (média 25°C). Foram realizadas 7 coletas ao
longo do periodo total de embebi¢do em diferentes intervalos de tempo (controle, 13h,
61h, 74h, 122h, 135h e 183h), apds o inicio da hidratacao das sementes. Em cada ponto
de coleta durante a embebic¢do 30 sementes foram retiradas e congeladas com nitrogénio
liquido e levadas a resfriamento em uma temperatura de +/- 80°C para posteriores

analises.



3.5 Obtencao de extratos das sementes

Os extratos foram obtidos a partir de 100 mg de massa seca das sementes. As
sementes previamente criopreservadas foram liofilizadas e moidas em moinho de bolas.
As amostras foram trituradas por maceracdo em almofariz com pistilo, utilizando-se 5
mL de solugdo tampao fosfato monobésico 0,1M, pH 7, contendo EDTA a 0,01M, filtrado
em malha de nylon, e centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos. Apds centrifugagdo, o
sobrenadante foi transferido para tubos de eppendorf com capacidade para 2 mL, sendo

congelados até o momento das andlises bioquimicas.

3.6 Analises Bioquimicas Sementes

3.6.1 Prolina livre

O teor de prolina livre nas sementes foi determinado conforme Bates et al., (1973).
As amostras foram extraidas em acido sulfossalicilico (3% m/v). O extrato foi
centrifugado (3600 rpm 15 min) recuperando-se o sobrenadante (2 ml) ao qual foram
adicionados 2 mL de ninhidrina 4acida e 2 mL de acido acético glacial. O meio de reagao
foi incubado em banho maria (100°C/1h), sendo a reagdo paralisada por imersdao em
banho de gelo. Apos este procedimento, foram acrescentados 4 mL de tolueno, seguido
de agitacdo vigorosa (20 s) e recuperacao do sobrenadante aspirado da fase aquosa para
leitura em espectrofotometro (520 nm). Os resultados foram expressos em mg/g prolina

g peso fresco.

3.6.2 Acucares soluveis totais (AST) e Redutores (AR)

O teor de carboidratos soluveis foi determinado conforme Dubois et al., (1956),
com uma aliquota de 500 pL. do extrato das sementes, adi¢ao de 500 pL de fenol (5%) e
2,5 mL de H2SO4 (concentrado) em tubos de vidro que foram agitados em vortex, apds
um periodo de repouso (cerca de 20min) as leituras foram realizadas em um
espectofotometro (490nm).

O teor de agucares redutores foi determinado através do método Somogyi-Nelson
(Nelson, 1944), com uma aliquota de 500 pL do extrato das sementes.

Os calculos das concentragdes foram realizados com a equagado obtida para a curva

padrio e os resultados foram expressos em mg g™! massa seca da semente.



3.6.3 HPLC - Analise do perfil de carboidratos das sementes

Para a determinagdo dos agucares soltveis pelo método fenol-sulfurico, 2ml das
amostras foram separadas para a purificacdo realizada em colunas de troca idnica Dowex
50 x 8 catidnica (100-200 mesh) e Dowex 1 x 8 anidnica (52—100 mesh). As amostras
foram liofilizadas e ressuspendidas em 5 ml de agua deionizada, ap6s a quantificagdo de
aglicares a concentragdo de cada amostra foi ajustada para 100 pg mL™!. Em seguida, foi
realizada a cromatografia liquida de troca anidnica com deteccdo amperométrica pulsada
(HPAEC-PAD) (Coluna HPLC C18, 250x4.6mm, Sum) com gradiente de eluicdo de
Hidroxido de Sodio (625mM), Agua ultrapura (Milli Q) e Acetato de Sodio (0,5M). Cada
corrida HPAEC/PAD teve duracao de 20 minutos, onde foram realizadas a identificacao
das concentracdes de sacarose, glicose e frutose, comparando os tempos de elui¢do do

pico da amostra com os padrdes comerciais dos agucares.

3.6.4 Germinacio e obtencio de mudas de Sarcomphalus joazeiro

Ap0s serem submetidas aos cinco tratamentos pré-germinativos (0, 1, 2 e 3 ciclos
de HD e embebicao constante) parte das sementes utilizadas nos experimentos de HD e
HC foram colocadas para germinar em bandejas contendo vermiculita e levadas a camara
de germinagdo do tipo BOD onde foram submetidas a um fotoperiodo de 16 horas de luz
e 8 horas de escuro. A germinagdo foi acompanhada a cada dois dias, foi calculada a
germinabilidade (G=%), o indice de velocidade de emergéncia (IVE) utilizando o
software GerminaQuant (Marques et al., 2015) e o tempo para obter a germinagdo de
metade das sementes colocadas para germinar (Tso - dias) de acordo com a equagao: Tso=
ti + [(N/2 — ni)(tj — ti)]/ (nj — ni ) , onde N numero final de sementes germinadas e nj ¢ o
numero acumulado de sementes germinadas por contagens adjacentes nos tempos tj e ti,
respectivamente, quando n; < N/2 < nj) (Farooq et al., 2005).

O transplantio para vasos de 7L contendo substrato organico (Natus Flora) foi
realizado quando as plantulas que emergiram apresentavam o primeiro par de folhas. As
mudas foram aclimatadas durante 60 dias no interior de uma Casa de Vegetacdo do
Laboratério de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Pesquisas Ambientais
de Sao Paulo sendo regadas diariamente durante este periodo de aclimatagdo, o
experimento na casa de vegetagdo teve a duracdo de 120 dias, nas estacdes de verdo e

outono (margo a junho de 2021).



3.6.5 Experimento da influéncia de ciclos de déficit hidrico na toleriancia a seca de
plantas de Sarcomphalus joazeiro

Foram utilizadas plantulas provenientes de sementes que passaram pelos ciclos de
HD (0, 1, 2 e 3) para avaliar os efeitos do déficit hidrico. Apds o periodo de aclimatagdo
as plantulas oriundas dos ciclos de hidratagao e desidratacdo — HD, foram submetidas a
seca intermitente através de cinco tratamentos hidricos (controle — plantulas regadas
diariamente, E7— plantulas regadas em intervalos de sete dias, E14— plantulas regadas em
intervalos de 14 dias, E21— plantulas regadas em intervalos de vinte e um dias ¢ RE —
plantulas reidratadas apds completarem um periodo de 21 dias de suspensdo hidrica e
coletadas 7 dias depois no 28° dia de experimento). Uma vez que a germinagdo das
sementes oriundas de sementes que passaram por embebicdo constante como tratamento
pré-germinativo foi de apenas 12% nao foi suficiente para a obtencdo de mudas

suficientes para a montagem do experimento.

3.6.6 Umidade do solo (Usole) € Potencial Hidrico foliar (‘Ywr), e Taxa de
Assimilacdo Liquida do Carbono (A4)

A Usolo foi medida pelo método de Reflectometria no Dominio do Tempo (TDR),
utilizando-se um sensor modelo ML2-x Delta-T Devices (Theta-Probe, Cambridge, UK).
Apos aferida a umidade do solo, a cada sete dias, para as plantas E7 e a cada 14 dias, para
as plantas do tratamento E14, a cada 21 dias para o tratamento E21 e ap0s a reidratagdo
ao final de 21 dias de suspensao hidrica para o tratamento RE as plantas foram reirrigadas
e a umidade aferida novamente 1 hora apos a reposi¢ao de agua, até que o solo retornasse
a valores proximos da capacidade de campo (em torno de 20% de umidade).

O Ywr (Mpa) foi medido em folhas completamente expandidas do terceiro par a
partir do apice de ramos, no periodo da antemanha utilizando-se uma bomba de pressao

do tipo Scholander (modelo 1000, PMS InstrumentCo).

Medidas instantaneas das taxas de assimilacdo liquida do carbono (4, pmol CO2
m s7), condutancia estomatica (gs, mol m? s), transpiragio (£, pmol H20 m2s') e a
concentracio de CO: intracelular (Ci, uL'") foram avaliadas com a utiliza¢cio de um
analisador de gas infravermelho — IRGA (LCpro+, ACD BioScientific Ltd., Herts, UK),
semanalmente em quatro plantas por tratamento, totalizando 80 plantas. As medi¢des
ocorreram entre as 8 e 11 h, na por¢do média das terceiras folhas completamente

expandidas as a partir do 4pice durante todo o periodo experimental utilizando-se umidade
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relativa, COz2 e temperatura do ar ambiente. A radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR)
utilizada para aferir as taxas fotossintéticas foi 1200 mmol m™s™! estimada através da
curva de luz (Fig 1.) realizada em cinco plantulas de Sarcomphalus joazeiro em condigdes

Otimas de irrigacdo. A eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAI1) das plantas foi obtida

pela razdo A/gs.
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Figura 1. Curva de resposta das taxas de assimilagdo liquida do carbono (4, umols CO, m? s!) 4 densidade
do fluxo de fotons fotossintéticamente ativos (DFFFA, pmol fotons m™ s!) obtida em plantas jovens de
Sarcomphalus joazeiro cultivadas sob condi¢des 6timas de disponibilidade hidrica.

3.6.7 Fluorescéncia da clorofila “a”

A emissdo da fluorescéncia da clorofila “a” foi realizada em folhas adaptadas ao
escuro por 30 min em uma camara escura. As medidas foram realizadas utilizando-se um
fluorémetro portatil (OS5p Opti-Sciences, Hudson, NH, USA). As folhas, previamente
adaptadas ao escuro, foram inicialmente expostas a um fraco pulso de luz vermelho-
distante (1-2 pmol m-2 s'), para determinagdo da fluorescéncia minima emitida (FO),
quando todos os centros de reagao do FSII estao na forma oxidada. Em seguida, um pulso

de luz saturante, com irradiancia de 3000 umol fotons m™

s’ e duracdo de 1s foi aplicado
para promover, temporariamente, a maxima redu¢do do aceptor primario de elétrons do
FSII (Qa), determinando-se, assim, a fluorescéncia maxima (Fm) emitida pelas amostras
adaptadas ao escuro. A partir dessas medidas, a maxima eficiéncia fotoquimica do PSII

(Fv/Fm= (Fm - FO)/Fm) foi calculada (Schreiber et al., 1994).
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3.6.8 Teor relativo de agua e danos membranares

Para determinar o teor relativo de agua (TRA) foram feitos 10 discos no limbo
foliar, pesados e posteriormente colocadas em agua limpa durante vinte e quatro horas
para obtencdo do peso turgido. Finalmente, foram colocadas em sacos de papel
identificados e levados a estufa em temperatura de 70°por um periodo de trés dias, para
obtencdo do peso seco. O TRA foi avaliado ao final do primeiro ciclo de seca no periodo
maximo de suspensao hidrica (21 dias) e apds 7 dias para avaliar os efeitos da reidratacao,
e depois do segundo ciclo de seca, quando as plantas foram submetidas ao mesmo periodo
maximo de suspensdo hidrica. Os valores de TRA foram calculados pela formula: TRA
(%) = PF-PS/PT-PS x 1000, onde, PF representa o peso fresco das folhas, PT ¢ o peso
targido das folhas, PS denota o peso seco das folhas e 100 indica o calculo em
porcentagem.

Para a estimativa de danos membranares oito discos foliares de 10mm de didmetro
foram colocados submersos em 8 ml de agua deionizada, e deixados em repouso por 8
horas.Apo6s o periodo foi determinada a condutividade elétrica da solucdo. Posteriormente
os tubos com os discos foram colocados em banho-maria até a fervura durante um periodo
de 1 hora. Em seguida os tubos hermeticamente fechados foram mantidos em bancada
para resfriamento até alcancarem a a temperatura ambiente, sendoaferida a condutividade
elétrica da solucdo novamente. Foi aferida a percentagem de integridade absoluta — PIA
por meio da condutividade livre (CL) e condutividade total (CT), através da formula:

PIA= 100 — (CL x 100/CT) (PIMENTEL et al., 2002).

3.6.9 Aspectos anatomicos das folhas de S. joazeiro em resposta a diferentes ciclos

de disponibilidade hidrica

Para as andlises anatomicas foram amostradas folhas completamente expandidas
do terceiro n6 de cada planta, de trés tratamentos hidricos (controle, estresse severo - 21
dias de seca e reidratagdo) com duas repeticdes para cada ciclo de hidratacdo e
desidratacdo nas sementes (0, 1, 2 e 3) totalizando 24 folhas. As folhas das plantulas
provenientes dos tratamentos controle e as reidratadas foram fixadas em paraformaldeido
4%, seguidas por desidrata¢do em série etilica (10 — 70%). Para o tratamento de seca as
folhas foram armazenadas em etanol 100% para evitar reidrata¢do. Posteriormente,
fragmentos da ldmina foliar incluindo nervura central, margem e regido entre margem e

nervura central foram obtidos e submetidos a desidratagdo em alcool n-butilico e
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incluidos em historresina (Leica Historesin Embedding Kit, Leica, Germany). Secc¢des
transversais com espessura de 5 um foram obtidas com micrétomo rotativo (RM 2155,
Leica) e dispostas em laminas histologicas. Essas laminas foram submetidas ao processo
de coloragao com 4cido periddico —reativo de Schiff (PAS) e azul de toluidina e montadas
com Entellan (Merck, Germany). As laminas foram analisadas e fotografadas com
microscopio de luz (Zeiss Axioskop 40 HBO 50, Zeiss, Germany) e software AxioVision

(Version 4.8.2.0).
3.6.10 Massa seca das plantas

Para a determinacdo da massa seca, as plantas foram coletadas e separadas em
folhas, caule e raiz, acondicionadas em sacos de papel e levadas a estufa de circulagdo
forgada de ar até atingirem peso constante para a determinagdo do peso da massa seca
(PMS). Com os dados de massa seca, foi calculada a particao de biomassa para os diversos

orgaos e a relacdo parte aérea/raiz.

3.6.11 Analises estatisticas

Os parametros germinativos soram calculados com a utilizacio do software
GerminaQuant 1.0 (Marques et al., 2015) e os diferentes ciclos de hidratacdo e
desidratacdo — HD foram comparados por meio de andlise de variancia e depois com o
teste Tukey. Para analisar o desenvolvimento das plantulas os dados foram submetidos a
uma analise de variancia fatorial (ANOVA com dois fatores), sendo esses um referente
aos ciclos de HD e aos diferentes tratamentos de rega das plantulas. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas
com o software SISVAR a 5% de significancia e os graficos foram plotados no software

SigmaPlot11.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Curvas de embebicio e de secagem das sementes de Sarcomphalus joazeiro
Durante o periodo de avaliagdo (78 horas) a curva apresentou uma tendéncia de
ajuste ao padrao trifasico encontrado em muitas espécies, havendo protusao radicular apos
72 horas de avaliagdo o que permite a identificacdo da fase III. As sementes de
Sarcomphalus joazeiro o absorveram a maior quantidade de dgua antes da observagdo de
um platd que caracteriza a fase Il da embebi¢do em um periodo de 26 horas. Através da
curva de embebicao foi determinado o tempo de hidratagdo para a realizagao dos ciclos de
hidratacdo e desidratacdo — HD correspondendo a metade da fase I (Lima, 2018) sendo,

portanto, 13 horas o periodo de hidratacdo utilizado para os ciclos de HD.
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Figura 2. Curva de embebigdo de sementes de Sarcomphalus joazeiro Mart. submetidas a escarificagdo

quimica.

Através curva de desidratagdo (Fig. 3) analisando a diminui¢ao da matéria fresca
as sementes atingiram o peso inicial (aproximadamente 5,4g) apds 48 horas de secagem
em silica em gel, tempo utilizado para os periodos de secagem que as sementes foram
submetidas durante os ciclos de hidratacdo e desidratacao

O tempo elevado para desidratacao pode ser explicado pelas caracteristicas do
tegumento das sementes de Sarcomphalus joazeiro, que ¢ bastante resistente, sendo uma

barreira fisica para retardar as perdas dos niveis de d4gua em situagdo de desidratagdo.
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Avaliando as caracteristicas das curvas de embebicao ¢ desidratagdo de Tabebuia
aurea, Silva Santos et al., obteve um padrao trifasico na curva de embebicao, tal qual a
do presente trabalho, e em relagdo ao tempo necessario para as sementes retornarem ao
peso inicial o tempo encontrado foi de apenas 3 horas, o que pode ser explicado pelas
caracteristicas morfoanatdmicas das sementes, uma vez que possuem uma dispersdo

anemocorica € ndo possuem um tegumento muito resistente.
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Figura 3. Curva de secagem de sementes de Sarcomphalus joazeiro Mart. em dessecador com silica em

gel.

4.2 Parametros germinativos

As sementes de juazeiro possuem dorméncia tegumentar (Ursulino et al., 2019) e
apesar da escarificagdo mecanica, sugerida em muitos trabalhos como forma de
uniformizar e acelerar a germinacdo de sementes, sem tratamento pré-germinativo com
ciclos de hidratacdo e desidratacdo (HD) a taxa de germinacdo foi de apenas 20% nas
sementes controle. As sementes que foram submetidas a embebicdo constante antes da
semeadura em vermiculita apresentaram taxas significativamente menores que os demais
tratamentos, sendo essa 12,12%.

Os parametros germinativos (Tab. 1) foram avaliados durante 60 dias e foi
possivel observar que as sementes que passaram por trés ciclos de hidratagdo e
desidratagdo (HD) obtiveram uma maior taxa de germinagdo, as sementes que passaram
por dois ciclos tiveram uma taxa de germina¢ao menor do que as que passaram por apenas
um, superando apenas as que nao passaram por nenhum ciclo. Sementes que passaram
por trés ciclos tiveram o maior indice de velocidade de emergéncia (IVE), atingindo um

pico aproximadamente vinte apos a semeadura, comprovando a existéncia de memoria
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hidrica nessas sementes atuando diretamente na germinacdo das plantulas. Uma maior
eficiéncia em parametros germinativos também foi observada por Rito et al., (2009);
Lima & Meiado, (2017); Lima et al., (2018) ao submeterem sementes de espécies que
ocorrem em ambientes semiaridos a diferentes ciclos de hidratacdo e desidratacao.

No presente trabalho sementes que foram submetidas a trés ciclos de hidratagao
e desidratacdo (HD) apresentaram uma redugdo significativa no Tso nimero de dias
necessarios para a germinagao da metade das sementes semeadas, por sua vez as sementes
sob embebi¢do constante apresentaram o maior periodo demonstrando que os ciclos de
HD favorecem a germinagdo. Resultados semelhantes foram encontrados por Nascimento
etal.,(2021) avaliando parametros germinativos em sementes de quatro espécies arboreas
da Caatinga (Anadenanthera colubrina, Enterolobium contortisiliquum, Pityrocarpa
moniliformis e Pterogyne nitens) submetidas a diferentes temperaturas e ciclos HD onde
as sementes da espécie Pterogyne nitens submetidas ao ciclos HD e a temperatura mais
baixa apresentaram menores valores de Tso demonstrando que os ciclos favorecem a

reducdo do periodo necessario para a germinagao ocorrer.

Tabela 1. Germinabilidade (%), indice de velocidade de emergéncia (IVE) e numero de dias para
germinacdo de 50% das sementes (Tso) de Sarcomphalus joazeiro Mart. submetidas a diferentes tratamentos

pré germinativos (0, 1, 2 e 3 ciclos de hidrataggo e desidratacdo HD e a hidratag@o continua).

Tratamentos Germinabilidade (%) IVE Tso (dias)

0 CICLO HD 20,25 +0,22ab 0,145 +0,12b 33,25+0,12a
1 CICLO HD 24,12 + 0,06ab 0,610 +0,17ab 31+0,13a

2 CICLOS HD 22,25 £ 0,04ab 1,140 + 0,09ab 22,25+0,10a

3 CICLOS HD 61,89 +1,75a 5,533+ 0,23a 15,89 + 0,06b
HIDRATACAO CONTINUA 12,12+ 0,16b 0,147 +0,17b 45+ 1,14a

4.3 Analises Bioquimicas das sementes de Sarcomphalus joazeiro submetidas a

hidratacao descontinua e a hidratagao continua (HC).

4.3.1 Prolina
Aminoacido com func¢do osmorreguladora, a prolina determinagdo do teor de
prolina ¢ um parametro frequentemente avaliado em estudos com estresse hidrico, isto

porque atua na manuten¢do da turgescéncia em diferentes tecidos vegetais submetidos a
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baixa disponibilidade de 4gua no solo (Sena et al., 2021). No presente trabalho (Fig. 4) as
sementes submetidas a embebi¢do constante ndo apresentaram diferencga significativa no
acumulo de prolina ao longo do tempo, por sua vez houve um aumento significativo nas
sementes que passaram por trés ciclos de hidratacdo e desidratagdo — HD, sugerindo que
a passagem pelos ciclos induz um maior acimulo de prolina nas unidades de dispersao

quando submetidas a eventos de seca.
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Figura 4. Concentragdo de prolina livre (mg g! MS) em sementes de Sarcomphalus joazeiro Matrt.,
submetidas a ciclos de hidrata¢do e desidratagdo (HD) e a hidratag@o continua. Letras iguais, minusculas
entre os tratamentos no mesmo periodo de avaliagdo e maitisculas comparando os tratamentos ao longo das

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

4.3.2 Acucares Redutores

Os teores de carboidratos redutores (Fig. 5) reduziram ao longo dos tempos de
coletas, e foram significativamente diferentes entre os tratamentos a partir da quarta
coleta, quando as sementes passaram pela segunda hidratacdo (2H) durante os ciclos de
HD e 74 horas de embebicao constante. As sementes que passaram por 3 ciclos de HD
apresentaram a menor concentracdo de carboidratos redutores, mas em comparagao ao
tratamento de embebicdo constante no mesmo tempo de coleta, os ciclos de HD
apresentaram maiores valores, demonstrando que os ciclos podem contribuir para o

acumulo desses solutos.
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Figura 5. Concentragio de aglicares redutores (mg g'' MS) em sementes de Sarcomphalus joazeiro Matrt.,
submetidas a ciclos de hidratacdo e desidratacdo (HD) e a embebicdo constante. Letras iguais, mintisculas
entre os tratamentos no mesmo periodo de avaliacdo e maitisculas comparando os tratamentos ao longo das

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

4.3.3 Acucares Soluveis Totais (ASTSs)

Houve uma reducao no teor de agucares soltveis totais ao longo das coletas (Fig.6)
e diferiram significativamente entre os tratamentos de ciclos HD e embebig¢do constante
na terceira coleta, quando as sementes passaram pelo primeiro ciclo de desidratagdo (1D).

Segundo Buckeridge et al., (2000) os carboidratos atuam como solutos capazes de
diminuir as reagdes quimicas prejudiciais as estruturas celulares durante periodos de
dessecacdo, isso porque promove a formacdo de um estado vitreo. Embora houve
redugdes de ambos os tratamentos ao longo das coletas, as sementes que foram
submetidas aos ciclos de hidratagao e desidratagao (HD) apresentaram menores teores de.
AST o que pode explicar as maiores taxas de germinagdo encontradas nessas sementes,
tendo em vista que os AST sdo solutos que fornecem energia disponivel necessarias para

o processo de germinacdo (Lopes et al., 2013).
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Figura 6. Concentragio de aguicares soluveis totais (mg g”' MS) em sementes de Sarcomphalus joazeiro
Mart., submetidas a ciclos de hidrata¢do e desidratacdo (HD) ¢ a embebigdo constante. Letras iguais,
minusculas entre os tratamentos no mesmo periodo de avaliagdo e maiusculas comparando os tratamentos

ao longo das coletas, letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

4.3.4 Analise de Carboidratos por cromatografia liquida de alta performance
HPLC

Segundo Buitink & Leprince (2008) durante periodos de dessecacdo nas sementes
a sacarose preenche as regides que as moléculas de dgua ocupavam, mantendo a
estabilizagcdo das membranas, ¢ conferindo as unidades de dispersdo uma maior tolerancia
a baixa disponibilidade hidrica.

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a sacarose apresentou um
aumento da sua concentracdo nas sementes de Sarcomphalus joazeiro ao longo dos
primeiros ciclos de HD (1 e 2 ciclos), respostas semelhantes foram encontradas por Santos
(2019) ao avaliar sementes de Tabebuia aurea submetidas a dessecagao, onde houve um

aumento no conteudo de agucares nao redutores.
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Figura 7. Concentragdo de glicose, frutose € sacarose (mg g™! MS) em sementes de Sarcomphalus joazeiro
Mart., submetidas a ciclos de hidratagdo e desidratag@o. Letras maitsculas entre os periodos de avaliagdo e
letras mindsculas entre os carboidratos analisados em cada coleta. Letras iguais ndo diferem pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 8. Concentragdo de sacarose, glicose e frutose (mg g'! MS) em sementes de Sarcomphalus joazeiro
Mart submetidas a embebicdo constante durante um periodo total de 183 horas. Letras maitisculas entre os
periodos de avaliag@o e letras mintisculas entre os carboidratos analisados em cada coleta. Letras iguais ndo

diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.4 Status hidrico

O teor relativo de agua (TRA) (Tab. 3) nas folhas de Sarcomphalus joazeiro Mart.
reduziu apenas aos 21 dias de estresse hidrico nas plantulas submetidas ao estresse mais
severo (E21) em todos os ciclos de HD, exceto nas plantas oriundas de sementes
submetidas a 3 ciclos HD, na qual o teor relativo de d4gua nao apresentou diferenca entre
os tratamentos hidricos variando entre 63% a 82%, demonstrando que a passagem por
trés ciclos de HD pode mitigar os efeitos da seca, aumentando a tolerdncia a seca mesmo
quando submetidas a periodos mais longos de suspensao hidrica.

Analisando a percentagem de integridade absoluta (PIA) as folhas nao
apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos controle, E7 ¢ E14 (estresse
hidrico moderado, com intervalo entre 7 ¢ 14 dias de rega) independente dos ciclos de
hidratacdo e desidratacdo — HD (0, 1, 2 e 3) demonstrando que a espécie tolera mantendo
a integridade das membranas celulares durante periodos de seca. Por outro lado, quando
submetidas a um estresse mais severo de 21 dias de suspensao hidricas as plantas oriundas
de sementes submetidas a 0, 1 e 2 ciclos de HD apresentaram uma reducao significativa,
quando comparadas com as plantas estressadas das sementes que passaram por 3 ciclos
de HD que mantiveram a integridade das suas membranas mesmo na suspensao mais
severa, esse resultado indica que a passagem por um numero maior de ciclos de HD pode
mitigar os efeitos da seca.

Silva et al., (2015) associou o aumento dos danos membranares em plantas
submetidas a déficit hidrico a injlrias provenientes de danos oxidativos, avaliando
Jatropha curcas Araujo (2014) submetidos a suspensao hidrica observou um aumento de
danos membranares, diferente dos resultados do presente trabalho, o que indica que as
espécies que ocorrem na Caatinga mitigam os efeitos da seca atradves de mecanismos
variados, sendo importante estudos diversos que englobem o maior nimero de espécies

possivel para a elucidagdo desses diferentes mecanismos.



Tabela 2. Teor relativo de dgua (TRA%) e Percentagem de integridade absoluta (PIA) em plantas de
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Sarcomphalus joazeiro Mart. oriundas de sementes que passaram por ciclos de hidratacdo e desidratagio

HD (0, 1, 2, e 3) submetidas a um ciclo de seca através de diferentes tratamentos hidricos (Controle —
plantas regadas diariamente, Estresse moderado — plantas regadas entre intervalos de 7 dias e 14dias,

Estresse severo — plantas regadas entre intervalos de 21 dias e RE— plantas submetidas a reidratag@o apos

21 dias de suspensdo de rega) em diferentes épocas (28 dias e 56 dias). Letras iguais mintsculas entre

ciclos de HD e letras maitsculas entre tratamentos hidricos, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade.
Tratamentos hidricos 28 dias 56 dias
0 CICLO HD
TRA (%) PIA (%) TRA (%) PIA (%)
CONTROLE 83,37+1,24 Aa  84,39+1,02 Aa 85,37+3,02 Aa  83,21+3,64 Aa
E7 74,67+2,47 Aa 86,812,123 Aa 73,774221 Aa  71,23+2,39 Aa
El4 71,74+324 Aa 84,47+ 1,17 Aa 68,72+1,03 Aa  77,39+3,36 Aa
E21 50,98+1,15 Ab  87,19+4,15 Aa 49,41+1,12 Ab  82,36+2,24 Aa
RE 71,74+2.81 Aa  87,15+2,29 Aa 67,24+3,69 Aa  69,54+3,21 Aa
1 CICLO HD
TRA (%) PIA (%) TRA (%) PIA(%)

CONTROLE 83,76 £ 2,25 Aa  80,81+5,47 Aa 81,76+£1,09 Aa  79,32+1,12 Aa
E7 78,93+ 3,15Aa  82,61+2.24 Aa 75,42+0,96 Aa 81,39+2,36 Aa
El4 72,73£3,04 Aa  84,96+3,69 Aa 76,55+3,67 Aa  78,34+6,45 Aa
E21 59,10£2,23 Ab  77,65+6,87 Aa 56,15+4,10 Ab  74,12+5,12 Aa
RE 80,24+ 8,96 Aa  89,71+3,37 Aa 79,8842,21 Aa  77,39+2,23 Aa

2 CICLOS HD

TRA (%) PIA(%) TRA(%) PIA (%)

CONTROLE 79,36+ 1,12 Aa 80,55+2.21 Aa 81,22+ 4,16 Aa 78,23+3,69 Aa
E7 65,72+-2,34 Aa  83,61+3,36 Aa 74,91+ 2,23 Aa 81,36+2,23 Aa
El14 64,07+3,41 Aa 78,50+ 4,56 Aa 60,11+2,37 Aa 78,64+4,12 Aa
E21 54,64+ 4,63 Ab 79,30+ 2,25 Aa 56,23+ 1,16 Ab 77,34+3,37 Aa
RE 79,84+ 3,37 Aa 82,67+ 3,96 Aa 80,14+ 1,07 Aa 81,34+1,17Aa

3 CICLOS HD

TRA (%) PIA(%) TRA(%) PIA(%)

CONTROLE 82,73+1,12 Aa 82,51+3,36 Aa 70,65+1,15 Aa  80,47+1,03 Aa
E7 77,63£3,69 Aa 80,07+3,49 Aa 74,53+ 2,34Aa 79,41+£2,03 Aa
El4 71,89+4,21 Aa  76,56+2.41 Aa 69,67+3,34 Aa 74,32 +£3,34 Aa
E21 63,57+3,39 Aa  76,54+4,87 Aa 62,43+4,27 Aa  71,31+2,37 Aa

RE

75,75£2,25 Aa

82,66+6,41 Aa

79,14+ 1,10 Aa

80,26+1,19 Aa
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Em relag¢do ao potencial hidrico (Fig 9.), houve uma redu¢do significativa nas
plantas submetidas ao estresse mais severo de 21 dias oriundas de sementes que nao foram
submetidas aos ciclos de HD, por sua vez as plantas submetidas a dois ciclos de HD
apresentaram os maiores valores de potencial, demonstrando que a passagem por dois
ciclos pode conferir uma maior tolerancia a seca relacionada a manuten¢ao do potencial
hidrico foliar.

Periodos de suspensdo hidrica de até 14 dias ndo reduziram o potencial hidrico
das plantas da espécie, independe do ciclo de HD ao qual suas sementes foram
submetidas, com valores variando entre -1,0 e -0,8 MPa valores semelhantes as plantas
irrigadas em condi¢des 6timas, demonstrando que o Sarcomphalus possui mecanismos

eficientes de manutencao da energia livre da dgua.
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Figura 9. Potencial hidrico foliar (y foliar Mpa) em plantas de Sarcomphalus joazeiro Mart. oriundas de
sementes que passaram por ciclos de hidratacao e desidratacdo HD (0-A, 1-B, 2-C e 3-C ciclos de HD)
submetidas a diferentes tratamentos hidricos (Controle — plantas regadas diariamente, Estresse moderado —
plantas regadas entre intervalos de 7 dias e 14dias, Estresse severo — plantas regadas entre intervalos de 21
dias ¢ RE— plantas submetidas a reidratag@o apds 21 dias de suspensdo de rega). Letras iguais minusculas

entre ciclos de HD e letras maitisculas entre tratamentos hidricos, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

As medidas de umidade apresentadas na tabela 3 mostraram que a umidade do
solo nas plantulas controle variaram em média de 28,93% a 29,8%, nas plantas do
tratamento E7, ap0s sete dias da suspensdo da rega variou em média de 20,83 a 24,05%,

nas plantas do tratamentos E14, ap6s quatorze dias da suspensdo da irrigagdo, variou em
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média de 11,70% a 17,65%, nas plantas submetidas a 21 dias de suspensdo hidrica a
umidade variou em 5,12% e 7,69% demonstrando uma redugdo de mais de 50% na

umidade do solo durante o periodo experimental.

Tabela 3: Umidade do solo em plantas de S. joazeiro Mart. oriundas de sementes que passaram por ciclos
de hidratagdo e desidratagdo (0, 1, 2 ¢ 3 ciclos de HD) submetidas a diferentes tratamentos hidricos
(Controle — plantas regadas diariamente, estresse moderado — plantas regadas entre intervalos de 7 dias e
14dias, estresse severo — plantas regadas entre intervalos de 21 dias e RE— plantas submetidas a reidratagéo
apos 21 dias de suspensdo de rega). Letras iguais mintsculas entre ciclos de HD e letras maidsculas entre

tratamentos hidricos, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

DIAS APOS A CICLOS HD: 0
SUSPENSAO ]
HIDRICA TRATAMENTOS HIDRICOS
CONTROLE E7 E 14 E 21 RE
7 28,9542,47Aa  24,05+2,05Aa - - -
14 27,45+035Aa | 2220+042Aa | 17,65+0,42Ba - -
21 27,15+1,20Aa 21,40 +0,99Aa -
28 27,50 +0,28Aa | 20,20 +042Aa | 12,65+0,49Bab | 6,32+049b | 16,39+1,41Aa
35 28,85 £1,06Aa 24,80 +0,42Aa - - -
42 28,90+0,71Aa | 22,05+1,34Aa 11,70+1,41Ba
56 28,36+0,74Aa  23,56+0,14Aa 12,36+0,09Ba  5,36+0,70Ba  17,69+0,54Aa
DIAS APOS A CICLOS HD: 1
SUSPENSAO ’
HIDRICA TRATAMENTOS HIDRICOS
CONTROLE E7 E 14 E 21 RE
7 25,1640,74Aa | 23,1442,05Aa - - -
14 27,1540,35Aa 21,10 +0,12Aa 16,55+0,32Ba - -
21 28,26+0,74Aa | 23,40 +0,99Aa -
28 28,10 +0,28Aa 19,10 £022Aa  13,55+0,39Bab  7,75+0,19b  20,19+1,01Aa
35 29,75 +1,06Aa | 23,40 +0,42Aa - - -
42 26,25+1,20Aa  21,07+1,64Aa 14,30+2,41Ba
56 28,1542,47Aa | 22,76+0,14Aa 11,760,10Ba | 6,39+0,50Ba | 24,36+0,14Aa
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DIAS APOS A CICLOS HD: 2
SUSPENSAO _
HIDRICA TRATAMENTOS HIDRICOS
CONTROLE E7 E14 E2l RE
7 2617202142 22,04+1,05Aa - -
14 28.152025Aa | 21.002001Aa | 17.3520,12Ba -
21 28.16=0,14Aa  23.3020,19Aa
28 201201842 | 20,10022Aa | 14.1520,19Bab | 72520056 | 21.1520,01Aa
35 301520042 24.6020324a - -
2 27.142020Aa | 20,04%034Aa | 13.02:141Ba
36 2017=1 4542  21.36£004Az  1256=1,10Ba  5.102030Ba 23261 14Aa
DIAS APOS A CICLOS HD: 3
SUSPENSAO _
HIDRICA TRATAMENTOS HIDRICOS
CONTROLE E7 E 14 E 21 RE
7 28.062014Aa | 27,12+117Aa _ B _
14 27.1520,25Aa  20,0220.10Aa  15.7520,22Ba _ _
21 27.16=052Aa | 24.50=190Aa -
28 2810402842  19,102022Aa  13.3552030Bab  7.7520,10b  20,19=1014a
35 2765200542 | 21,102034Aa _ _ _
12 27.1720,104a  19,02:0354Aa  16.70=121Ba
36 27.10=128Aa | 21,565084Aa | 10,762020Ba | 5.20+0,71Ba | 22.3520,23Aa

4.5 Actucares Soluveis Totais

Houve um aumento da concentragdo de agucares soluveis totais nas folhas
submetidas aos 21 dias de suspensao hidrica em ambas as coletas, independente da época
de coleta, em relagdo aos ciclos de HD as plantas oriundas de sementes que passaram por
pelos 1, 2 e 3 ciclos apresentaram um aumento significativo em relagdo as que ndo

passaram por nenhum, o que indica que a passagem por esse tratamento pré germinativo
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pode favorecer o acimulo desses solutos organicos € uma maior tolerancia a seca, uma
vez que os carboidratos contribuem para um ajustamento osmotico em espécies vegetais
submetidas ao estresse hidrico.

Semelhante aos resultados encontrados no presente trabalho, Castro et al., (2007)
avaliando resposta bioquimicas associadas a solutos organicos (prolina e carboidratos
soluveis) em Tectona grandis também descreveram aumento nas concentracdes de
carboidratos soluveis ao longo do periodo de avaliagao.

Avaliando a resposta a seca de Ceiba glasiovii Santos et al., (2020) encontraram
resultados distintos do presente trabalho, as plantulas ndo acumularam carboidratos
soluveis em suas folhas em resposta ao déficit hidrico imposto, em contrapartida houve a
acumulagdo de prolina, um aminoacido reconhecido pela sua participagao no ajustamento

osmotico de muitas espécies submetidas a niveis reduzidos de agua.
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Figura 10. Concentragdo de aglicares soltveis totais (mg/g) de massa fresca em folhas de Sarcomphalus
Jjoazeiro Mart., oriundas de sementes submetidas a ciclos de hidratagdo e desidratagdo — HD (0C, 1C, 2C e
3C) e submetidas a diferentes tratamentos hidricos (Controle — plantas regadas diariamente, Estresse
moderado — plantas regadas entre intervalos de 7 dias e 14dias, Estresse severo — plantas regadas entre
intervalos de 21 dias e RE— plantas submetidas a reidratagdo apo6s 21 dias de suspensdo de rega). A —
primeira coleta, B— segunda coleta. Letras iguais minusculas entre ciclos de HD e letras maiusculas entre

tratamentos hidricos, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.6 Trocas gasosas foliares e fluorescéncia da clorofila “a”

Os resultados mostraram que as plantas jovens de S. joazeiro apresentaram
reducdes significativas na assimiliagdo liquida de carbono (4) aos 21 dias de estresse
hidrico nas plantas oriundas das semente que passaram por OC (Fig 10-A), 1C (Fig 10-
B) e 2C (Fig 10-C), em comparagdo com as plantulas oriundas das sementes que
passaram por trés ciclos de HD (Fig 10-D), nesse ciclo as plantas ndo mantiveram suas
taxas fotossintéticas com valores que ndo se diferenciaram significativamente das
plantulas controle mesmo apds os 21 dias de suspensao hidrica.

Em relacdo ao regime de hidratagdo das plantulas, intervalos de rega de até 14
dias nao afetam de forma significativa a assimilagao liquida de carbono, demonstrando a
tolerancia do aparato fotossintético a seca, mesmo durante o periodo inicial do
desenvolvimento. A reidratagcdo que foi avaliada no 28° dia demonstrou que as plantulas
de juazeiro apresentacdo recuperagdo das taxas de A mesmo depois de serem submetidas
a estresses severos (21 dias de suspensdo), restabelecendo as caracteristicas
fotossintéticas das plantas irrigadas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Pessoa et al., (2017) avaliando as
trocas gasosas em plantas de Handroanthus impetiginosus onde o déficit hidrico também
reduziu as taxas fotossintéticas das plantas submetidas a suspensao hidrica, apresentando
reducdo significativa em quatro dias de experimento. Nascimento et al., (2019) avaliando
as respostas fotossintéticas em plantas jovens de Hevea brasiliensis sob déficit hidrico
verificou a redugdo da assimilacdo liquida de carbono apds 10 dias apos a suspensdo de
rega, onde as plantas estressadas apresentaram valores de fotossintese muito proximos a
zero (umol m? s7!).

Santos et al., (2014) analisando parametros fotossintéticos de Sarcomphalus
joazeiro em condi¢des de campo em uma regido semidrida verificaram taxas de

assimilagdo liquida de carbono (4) reduzindo ao longo do dia, apresentando valores
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negativos apos 14h, os autores associaram essa resposta a redu¢do da umidade que

proporcionou uma limitacao estomatica.
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Figura 11. Assimilagdo liquida de CO2 (a) em plantas de Sarcomphalus joazeiro Mart. oriundas de
sementes que passaram por ciclos de hidratagdo e desidratagdo HD (0-A, 1-B, 2-C ¢ 3-C ciclos de HD)
submetidas a um ciclo de seca (A) através de diferentes tratamentos hidricos (Controle — plantas regadas
diariamente, Estresse moderado — plantas regadas entre intervalos de 7 dias e 14dias, Estresse severo —
plantas regadas entre intervalos de 21 dias e RE— plantas submetidas a reidrata¢do ap6s 21 dias de suspensdo
de rega). Letras iguais minusculas entre ciclos de HD e letras maitusculas entre tratamentos hidricos, ndo

diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Dos Santos et al., (2021) avaliando plantas de pinhao manso submetidas a déficit
hidrico, apresentaram reducdes significativas nos parametros fotossintéticos de
assimilag¢do de dioxido de carbono (4), condutancia estomatica (gs), a combinacdo da
reducdo desses dois fatores resulta na diminui¢do do processo fotossintético, tendo em

vista o fechamento estomatico que diminuiu a concentracdo de CO2. Os resultados
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encontrados para o Sarcomphalus joazeiro no presente estudo demonstraram que mesmo
durante o crescimento inicial periodos de estresse moderado (7 e 14 dias) n3o sdo
suficientes para atrapalharem o desempenho fotossintético, e quando as sementes passam
por 3 ciclos de HD, periodos de até 21 dias de suspensdo ndo reduzem a assimilacdo de
COz, podendo indicar uma possivel aquisicdo de memoria fisioldgica nas plantas, apds os

eventos de desidratacdo ocorridos nas sementes.
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Figura 12. Concentragdo interna de CO, (ppm de CO,) em plantas de Sarcomphalus joazeiro Mart.
oriundas de sementes que passaram por ciclos de hidratago e desidratacdo HD (0-A, 1-B, 2-C ¢ 3-C ciclos
de HD) submetidas a um ciclo de seca (A) através de diferentes tratamentos hidricos (Controle — plantas
regadas diariamente, Estresse moderado — plantas regadas entre intervalos de 7 dias e 14dias, Estresse
severo — plantas regadas entre intervalos de 21 dias e RE— plantas submetidas a reidratagdo apds 21 dias de
suspensdo de rega). Letras iguais minusculas entre ciclos de HD e letras maiusculas entre tratamentos

hidricos, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 13. Condutancia estomatica (gs, mol m?s") em plantas de Sarcomphalus joazeiro Mart. oriundas
de sementes que passaram por ciclos de hidratagdo e desidratagdo HD (0-A, 1-B, 2-C e 3-C ciclos de HD)
submetidas a um ciclo de seca (A) através de diferentes tratamentos hidricos (Controle — plantas regadas
diariamente, Estresse moderado — plantas regadas entre intervalos de 7 dias e 14dias, Estresse severo —
plantas regadas entre intervalos de 21 dias e RE— plantas submetidas a reidrata¢do ap6s 21 dias de suspensdo
de rega). Letras iguais minusculas entre ciclos de HD e letras maiusculas entre tratamentos hidricos, ndo

diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 14. Eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/g, umol mol-1) em plantas de Sarcomphalus joazeiro
Mart. oriundas de sementes que passaram por ciclos de hidratacio e desidratagdo HD (0-A, 1-B, 2-C e 3-C
ciclos de HD) submetidas a um ciclo de seca (A) através de diferentes tratamentos hidricos (Controle —
plantas regadas diariamente, Estresse moderado — plantas regadas entre intervalos de 7 dias e 14dias,
Estresse severo — plantas regadas entre intervalos de 21 dias ¢ RE— plantas submetidas a reidratagdo apos
21 dias de suspensdo de rega). Letras iguais minusculas entre ciclos de HD e letras maiusculas entre

tratamentos hidricos, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 15. Transpiragdo foliar (Efoliar, pmol H20 m’s™!) em plantas de Sarcomphalus joazeiro Mart.
oriundas de sementes que passaram por ciclos de hidratagdo e desidratagdo HD (0-A, 1-B, 2-C e 3-C ciclos
de HD) submetidas a um ciclo de seca (A) através de diferentes tratamentos hidricos (Controle — plantas
regadas diariamente, Estresse moderado — plantas regadas entre intervalos de 7 dias ¢ 14dias, Estresse
severo — plantas regadas entre intervalos de 21 dias e RE— plantas submetidas a reidratagdo apds 21 dias de
suspensdo de rega). Letras iguais minusculas entre ciclos de HD e letras maiusculas entre tratamentos

hidricos, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Segundo Maxwell & Johnson (2000) os valores da eficiéncia quantica do PSII em
plantas cultivadas em condi¢des nao estressantes devem variar entre 0,75 ¢ 0,85. As
plantas jovens de S. joazeiro apresentaram pouca variacdo entre os cinco tratamentos
hidricos, com valores que variaram entre 0,75 e 0,79 nas submetidas a déficit hidrico (E7,
E14 e E21) e 0,75 e 0,78 nas cultivadas sob condi¢des 6timas de irrigagdo (Fig. 13),

comprovando que ndo houve fotoinibi¢ao nas plantas durante o periodo experimental.
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Figura 16. Fluorescéncia inicial (Fo) em plantas de Sarcomphalus joazeiro Mart. oriundas de sementes que

passaram por ciclos de hidratagdo e desidratacdo HD (0-A, 1-B, 2-C e 3-C ciclos de HD) submetidas a um

ciclo de seca (A) através de diferentes tratamentos hidricos (Controle — plantas regadas diariamente,

Estresse moderado — plantas regadas entre intervalos de 7 dias e 14dias, Estresse severo — plantas regadas

entre intervalos de 21 dias e RE— plantas submetidas a reidratacdo ap6s 21 dias de suspensdo de rega).

Letras iguais minusculas entre ciclos de HD e letras maitsculas entre tratamentos hidricos, ndo diferiram

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 17. Fluorescéncia maxima (Fm) em plantas de Sarcomphalus joazeiro Mart. oriundas de sementes
que passaram por ciclos de hidratacdo e desidratagdo HD (0-A, 1-B, 2-C e 3-C ciclos de HD) submetidas a
um ciclo de seca (A) através de diferentes tratamentos hidricos (Controle — plantas regadas diariamente,
Estresse moderado — plantas regadas entre intervalos de 7 dias e 14dias, Estresse severo — plantas regadas
entre intervalos de 21 dias e RE— plantas submetidas a reidratacdo ap6és 21 dias de suspensdo de rega).
Letras iguais minusculas entre ciclos de HD e letras maitisculas entre tratamentos hidricos, ndo diferiram

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Leite (2020) avaliando as respostas fotossintéticas de plantas de Jatropha curcas
encontrou resultados diferentes, onde as plantas submetidas a déficit hidrico reduziram a
eficiéncia do PSII (em torno de 40%), e associaram a redugdo a desativacdo da cadeia de
transporte de elétrons nos tilacoides.

Avaliando parametros fotossintéticos de dez espécies da Caatinga, incluindo o S.
Jjoazeiro Trovao et al., (2007), ndo encontraram reducdo da eficiéncia quantica do PSII
das espécies estudadas, semelhante aos resultados do presente trabalho também, todos os

valores encontrados ficaram dentro da faixa proposta por Maxwell & Johnson (2000).
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Figura 18. Eficiéncia quantica maxima do FSII (Fv/Fm) da clorofila “a” de plantas de Sarcomphalus
Jjoazeiro Mart. oriundas de sementes que passaram por ciclos de hidratacdo e desidratagd0 HD (0-A, 1-B,
2-C e 3-C ciclos de HD) submetidas a um ciclo de seca (A) através de diferentes tratamentos hidricos
(Controle — plantas regadas diariamente, Estresse moderado — plantas regadas entre intervalos de 7 dias e
l4dias, Estresse severo — plantas regadas entre intervalos de 21 dias e RE— plantas submetidas a reidratagdo
apos 21 dias de suspensdo de rega). Letras iguais mintisculas entre ciclos de HD e letras maiusculas entre

tratamentos hidricos, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.7 Anatomia foliar

As folhas de S. joazeiro sao planas, dorsiventrais e hipoestomaticas, com nervura
central proeminente na face abaxial, apresentando contorno convexo (Fig. 15A, C-E). A
epiderme ¢ uniestratificada e possui células com paredes periclinais externas espessadas
(Fig. 15A, C-E); essas células sdo, em geral, alongadas periclinalmente e apresentam
tamanho semelhante por toda sua extensdo (Fig. 15C-E), exceto na nervura central.

Na nervura central as células epidérmicas na face abaxial sdo menores e
predomina-se o formato arredondado (Fig. 15A); estobmatos nao foram observados nessa

regido. Ainda na nervura central, ¢ evidente um grande feixe vascular, além do mesofilo
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apresentando células corticais de formato arredondado (Fig. 15A); poucas células
corticais ocorrem na face adaxial (Fig. 15A-B), interrompendo a continua¢do do
parénquima clorofiliano.

O feixe vascular da nervura central € colateral, apresentando formato arqueado e
circundado por fibras (Fig. 15B). No restante da lamina o mesofilo ¢ diferenciado nos
parénquimas pali¢cadico, que ¢ uniestratificado, e lacunoso, com trés a quatro camadas de
células (Fig. 15C-E). Os feixes vasculares no restante da lamina também sao colaterais,
mas sdo menores que aquele da nervura central e possuem formato arredondado. Alguns
destes feixes de maior calibre também sao envoltos por fibras (Fig. 15D). A margem foliar
apresenta formato arredondado (Fig. 15D).

Graos de amido ocorrem nas células corticais da nervura central e nos
cloroplastos das células dos parénquimas paligadico e lacunoso. Na nervura central os
graos de amido sdo observados em todos os tratamentos (Fig. 15A-B; 2A-B; 3A-B),
porém sua quantidade parece variar, mesmo entre individuos de um mesmo tratamento;
a deteccao destes graos se deu pela reacao positiva ao PAS. Observa-se a ocorréncia de
idioblastos contendo cristais entre as células do xilema e floema (Fig. 15B; 2B), no
parénquima pali¢adico (Fig. 15C; 16C-D; 17D-E) e na bainha que circunda os feixes
vasculares tanto na nervura central (Fig. 16B) ou em nervuras laterais (Fig. 17D). A
estrutura anatomica da folha do juazeiro se manteve em todos os tratamentos (Fig. 15-3),

embora alguns efeitos do estresse hidrico também possam ser evidenciados.



36

Figura 15. Anatomia foliar de Sarcomphalus joazeiro Mart. em plantulas oriundas de sementes submetidas

a diferentes ciclos de hidratacdo e desidratagdo - HD (0, 1, 2 e 3 ciclos) cultivadas sob rega diaria (controle).
1 ciclo de HD (A-B, D), 0 ciclo de HD (C), 3 ciclos de HD (E). A. Aspecto geral da nervura central. B.
Detalhe da nervura central evidenciando o feixe vascular e células corticais. C ¢ E. Aspectos gerais da
regido entre nervura central ¢ margem. D. Aspecto geral da margem. (Setas indicam cristais; Pontas de seta
indicam graos de amido em células corticais; quadrado indica células corticais; C, cortex; Es, estdmato; Fi,
fibras; M, mesofilo; Ph, floema; PP, parénquima pali¢cadico; SP, parénquima lacunoso; VB, feixe vascular;

X, xilema). Barras: A (100 um); B-E (50 pm).

Nas condi¢des controle (ciclos 0 a 3) em funcdo da disponibilidade hidrica as
células estdo turgidas e observa-se que no mesofilo as células dos parénquimas palicadico
e lacunoso apresentam grande quantidade de cloroplastos (Fig. 15C-E); tal efeito causa

uma coloragao mais escura nestes tecidos (Fig. 15C-E).



Figura 16. Anatomia foliar de Sarcomphalus joazeiro Mart. em plantulas oriundas de sementes submetidas

a diferentes ciclos de hidratac¢do e desidratagdo - HD (0, 1, 2 e 3 ciclos) e submetidas a suspensao hidrica
de 21 dias. 2 ciclos HD (A-B, D), 0 ciclo HD (C), 3 ciclos HD (E). A. Aspecto geral da nervura central. B.
Detalhe da nervura central evidenciando o feixe vascular; nota-se a coloragdo mais escura das fibras. C-E.
Aspectos gerais da regido entre nervura central e margem: em C nota-se perda de turgor nas células
epidérmicas da face abaxial; em E nota-se perda de turgor nas células epidérmicas da face abaxial e do
mesofilo; em D e E nota-se que as células do mesofilo sdo espagadas; nas trés imagens ¢ mostrado que o
mesofilo apresenta coloracdo mais clara, indicando diminui¢do na quantidade de grdos de amido nos
cloroplastos. (Setas indicam cristais; Pontas de seta indicam graos de amido em células corticais; C, cortex;
Fi, fibras; M, mesofilo; Ph, floema; PP, parénquima paligadico; SP, parénquima lacunoso; VB, feixe

vascular; X, xilema). Barras: A (100 pm); B-E (50 pm).

Nao obstante, em condi¢des de seca nota-se que, inicialmente nas plantulas
oriundas de sementes que passaram por 0, 1 e 2 ciclos de HD, os sintomas podem incluir
perda de turgor nas células epidérmicas da face abaxial e/ou reducao na quantidade de
graos de amido dos cloroplastos (Fig. 16C-D); essa redugdo ¢ percebida pela coloragdo

mais clara dos parénquimas pali¢adico e lacunoso (Fig. 16C-E). Nestes primeiros ciclos
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o mesofilo também pode apresentar células mais espacadas, mesmo aquelas palicadicas
(Fig. 16D), formando espagos intercelulares conspicuos. Todos estes efeitos sdo
intensificados nas plantulas oriundas das sementes que passaram por 3 ciclos HD, onde
as células epidérmicas da face abaxial e do mesofilo apresentam maior perda de turgor
(Fig. 16E). Em todos os tratamentos de seca observa-se que as fibras que envolvem o
feixe vascular da nervura central possuem coloracdo mais escura (Fig. 16A-B) que
aquelas dos tratamentos controle (Fig. 15A-B) e de reidratacao (Fig. 3A-B).

Apos a reidratagdo ¢ evidente as células voltam a ficar tirgidas (Fig. 17D-E), que
os cloroplastos voltam a ser abundantes, armazenando graos de amido (Fig. 17C-E).
Porém, inicialmente nas plantulas oriundas de sementes que nao passaram pelos ciclos de
hidratacao e desidratacdo — HD, pode-se observar que as células epidérmicas da face

abaxial ndo completaram totalmente o processo de reidratacdo plena (Fig. 17C).

Figura 17. Anatomia foliar de Sarcomphalus joazeiro Mart. em plantulas oriundas de sementes submetidas

a diferentes ciclos de hidratagdo e desidratagdo- HD (0, 1, 2 e 3 ciclos). Tratamentos de reirrigagao: ciclo 0

(A, C), ciclo 2 (B), ciclo 1 (D), ciclo 3 (E). A. Aspecto geral da nervura central. B. Detalhe da nervura
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central. C-E. Aspectos gerais da regido entre nervura central ¢ margem mostrando que as células retomam
turgidez e que os cloroplastos voltam a apresentar mais graos de amido; em C nota-se que a perda de turgor
ainda pode estar presente nas células epidérmicas da face abaxial. (Setas indicam cristais; Pontas de seta
indicam graos de amido em células corticais; C, cortex; Fi, fibras; M, mesofilo; Ph, floema; PP, parénquima

pali¢adico; SP, parénquima lacunoso; VB, feixe vascular; X, xilema). Barras: A (100 pm); B-E (50 pm).

Comparando-se os tratamentos, nota-se que o estresse causado pela restri¢ao
hidrica pode causar efeitos, de diferentes intensidades nas células epidérmicas, no

mesofilo e no feixe vascular da nervura central (Tab. 2).

Tabela 4. Efeitos do estresse hidrico em folhas de S. joazeiro submetidas a diferentes
tratamentos hidricos (Controle, seca — 21 dias de suspensdo hidrica, e reidratacdo)
oriundas de sementes que passaram por ciclos de hidratacdo e desidratacdo — HD (0, 1, 2
e 3), para cada ciclo duas repeti¢des. A intensidade de cada efeito ¢ indicada como ausente

(-), moderada (+) ou forte (++).

Efeitos do Controle Seca Reidratadas
estresse

r e 1C 2C 3C ocC 1C 2C 3C ocC 1C 2C 3C
hidrico

Células
epidérmicas
com perda
de turgor
(face
abaxial)

B R A A I R A R A

Células do
mesofilo
comperda -/~ -~ - -~ - -/- -/- H+ - - - -
de turgor

Diminuigao

dos
cloroplastos -/- -~ /- - +H+ H+ HAH HHH o A4 - -
no mesofilo

Mesofilo
com celulas

mais B Y R -f- R A S A S S L
espagadas

Coloragdo
mais escura
nas fibras
que
envolvem o Sim Sim  Sim Smm
feixe
vascular da
nervura
central*

* Nao foi quantificada a intensidade na varia¢ao da coloragdo.
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4.8 Matéria seca

Houve um uma diminui¢do da matéria seca (foliar, caulinar e radicular) (Tab.5)
nos tratamentos de suspensao hidrica a partir de 14 dias de estresse nas plantulas oriundas
de sementes ndo passaram por nenhum ciclo de hidratacao e desidratacdo. Apos 21 dias
de suspensao hidrica houve redug¢des significativas na matéria seca do caule em todos os
ciclos de HD (1, 2 e 3). A matéria seca foliar ndo apresentou diferenca significativa nas
plantas oriundas de sementes que passaram pelos ciclos, até 14 dias de suspensao hidrica,
0 mesmo ocorreu com a matéria seca da raiz que apresentou reducdo apenas apds uma
suspensao hidrica mais severa de 21 dias. A matéria seca total das plantas jovens que
tiveram suas sementes submetidas aos ciclos de HD ndo apresentou diferenca
significativas, por outro lado houve uma redu¢do da matéria seca total das plantas cujas
sementes nao passaram por hidratacdo descontinua antes da germinagao.

A literatura reporta que plantas submetidas a déficit hidrico geralmente
apresentam menor crescimento, redu¢do no nimero e expansdo das folhas e menor
produgdo de matéria seca, devido a menor aquisi¢cdo de carbono e redugdo nos processos
fotossintéticos (Silva et al., 2011), como observado por Barbosa e Prado (1991) em
Parkinsonia aculeata e nos resultados do presente experimento apos 21 dias de suspensao
hidrica. A assimilagdo liquida de carbono das plantas do presente trabalho apresentou
reducdo apenas apos os 21 dias de suspensao hidrica, o que explica a redu¢do da matéria
seca apenas apos esse periodo no Sarcomphalus joazeiro.

A agua ¢ importante para os processos do crescimento, desde a germinagao e para
os processos de expansdo celular e atividades metabolicas. Dessa forma, todos os
aspectos do crescimento e desenvolvimento das plantas sdo afetados pela deficiéncia
hidrica (Silva et al., 2011). No entanto, o déficit hidrico pode induzir mudancas
fisioldgicas importantes, conferindo tolerancia as plantas de ambientes deficitarios em
agua.

Tabela 5. Matéria seca da raiz (MSR), matéria seca do caule (MSC), matéria seca da folha (MSF), ¢ matéria
seca total (MST) em plantas de Sarcomphalus joazeiro Mart. oriundas de sementes que passaram por ciclos
de hidratagdo e desidratagdo HD (0-A, 1-B, 2-C e 3-C ciclos de HD) submetidas a um ciclo de seca através
de diferentes tratamentos hidricos (Controle — plantas regadas diariamente, Estresse moderado — plantas

regadas entre intervalos de 7 dias e 14dias, Estresse severo — plantas regadas entre intervalos de 21 dias e

RE- plantas submetidas a reidratagdo apds 21 dias de suspensdo de rega). Letras iguais minusculas entre
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ciclos de HD e letras maitisculas entre tratamentos hidricos, ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade.

Tratamentos hidricos

CONTROLE

E7
El14
E21
RE

CONTROLE
E7
E14
E21
RE

CONTROLE
E7
E14
E21
RE

CONTROLE
E7
El14
E21
RE

MSR (g)
3,13aA

3,08aA
2,95 Aa
2,31bA
2,85aA

MSR (g)
3,10aA
3,04aA
2,85aA
2,45bA
2,41aA

MSR(g)
2,97aA
3,15aA
3,04aA
2,84bA
2,55aA

MSR (g)
3,51aA
3,47aA
2,19aA
2,07bA
3,18aA

MSC(g)
3,14aA

2,72aA
1,87abB
1,24Bb
2,45Aa

MSC(g)
3,07aA
2,84aA

2,74aA
2,23bB

2,35abA

MSC(g)
2,84Aa
2,75aA

2,71aA
1,88bB
1,93aA

MSC(g)
2,67aA
2,84aA
2,61aA
2,23bB
2,35abA

0 CICLO HD
MSF (g)
1,96aA

1,98aA
1,68bB
1,05bB
1,55abB
1 CICLO HD
MSF (g)
1,81aA
1,77aA
1,67aA
1,12bB
1,54aA
2 CICLOS HD
MSF(g)
1,98aA
1,87aA
1,74aA
1,97aA
1,57aA
3 CICLOS HD
MSF(g)
1,81aA
1,77aA
1,67aA
1,12bB
1,54aA

MST(g)
11,23aA

9,16aA
8,15abA
5,14bB

10,232A

MST(g)
12,24aA
10,13aA
9,64aA
8,57bA
9,97abA

MST(g)
10,21aA
11,52aA
9,67aA
10,62aA
9,98aA

MST(g)
11,25aA
10,63aA
11,952A
9,37aA
10,21aA

Os resultados obtidos no presente trabalho revelam que os ciclos de hidratagdo e

desidratacdo — HD aplicados nas sementes, ndo apenas favoreceram a germinagdo como

induzem um maior desempenho das plantulas em situacdo de déficit hidrico, o que

comprova a existéncia de memoria hidrica nas plantulas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os ciclos de hidratagdo e desidratacio — HD favoreceram os parametros
germinativos da espécie estudada, onde as sementes submetidas a trés ciclos de HD
apresentaram um maior IVE, uma maior taxa de germinacdo e um menor tempo
necessario para a metade das sementes germinarem (T5so).

Houve um acumulo de prolina nas sementes submetidas aos ciclos de HD o que
pode ser indicativo de atividade osmorreguladora desse soluto organico favorecendo a
permanéncia do vigor das unidades de dispersio mesmo em situagdes de baixa
disponibilidade hidrica.

As plantas jovens oriundas de sementes submetidas aos ciclos de HD
apresentaram maiores concentracdes de agucares soliveis e prolina, importantes solutos
organicos para osmorregulacdo e consequentemente mitigar os efeitos da saida de agua
das células vegetais.

A memoria hidrica encontrada nas sementes de S. joazeiro conferiu as plantas
jovens uma maior tolerancia a seca. Os indicadores de fotossintese da espécie estudada
decresceram fortemente sob déficit hidrico aos 21 dias; a recuperagdo desses indicadores
ocorreu no periodo de sete dias, restabelecendo todas as caracteristicas fotossintéticas das
plantas irrigadas.

Intervalos de até quatorze dias de rega nao comprometem a producdo e
sobrevivéncia das plantas jovens de Sarcomphalus joazeiro, e associados a ciclos de
hidratagdo e desidratacdo — HD nas sementes podem favorecer outros pardmetros como,
por exemplo, maiores taxas germinativas, contribuindo para a produ¢do de mudas em
maiores quantidades e mais vigorosas, o que pode auxiliar em programas de restauracao

de areas degradadas da Caatinga.
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