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RESUMO

Para restauracdo de areas sujeitas a alagamentos, € importante a insercao de
espécies tolerantes nativas, a fim de evitar prejuizos futuros no estabelecimento de
mudas nestes locais. Diante disso, esse trabalho objetivou avaliar aspectos de
crescimento, fotoquimica da fotossintese e atividade antioxidantes de folhas de
Ormosia arborea sob alagamento. Os vasos com mudas de O. arborea foram
submetidos a um nivel de agua de 5 cm acima do substrato por 0, 30 e 60 dias, com
excecdao do tratamento controle o qual foi mantido irrigacdo a 70% da capacidade de
retencdo de agua do substrato. As mudas foram avaliadas quanto a area foliar,
indice de clorofila, fluorescéncia inicial (FO) e eficiéncia quantica potencial do
fotossistema Il (Fv/Fm) e atividade enzimética de peroxidase (POX) e superoxido
dismutase (SOD). Todas as folhas de O. arborea sobreviveram todos os ciclos de
alagamento. Pequenas alteracdes fisioldgicas como o aumento da area foliar e da
fluorescéncia inicial ndo prejudicaram o crescimento das mudas mostrando seu

potencial de sobrevivéncia em areas temporariamente inundadas.

Palavras-chave: estresse hidrico, fluorescéncia da clorofila a, enzimas

antioxidantes.



ABSTRACT

For the restauration of areas liable to flooding, it is important to insert tolerant
species, in order to avoid future prejudice in the settlement of the local seedlings. In
view of the above, this article had as its goal evaluate aspects of growth,
photochemistry of the photosynthesis and antioxidants activities of the Ormosia
arborea leaves under flood. The vases with O.arborea seedlings were submitted to a
5 cm water level above the substrate for 0, 30 and 60 days, with an exception to the
control treatment which maintaining 70% of the retention capacity of water of the
substrate. The seedlings were evaluated according to the leaf area, chlorophyll
index, initial fluorescence (FO) and potential quantum efficiency of the photosystem I
(Fv/Fm) and enzymatic activity of peroxidase (POX) and superoxide dismutases
(SOD). All of the leaves of O. arborea survived to the overflow cycle. Small
physiological alterations did not damaged the seedlings growth showing their

dynamism and ability to survive in temporary overflowed areas.

Key words: hydrous stress, chlorophyll fluorescence a, antioxidants enzymes.
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1. INTRODUCAO

Ormosia arborea (Vell.) Harms é uma espécie nativa e endémica do Brasil
gue ocorre nos dominios fitogeograficos do Cerrado e Mata Atlantica (CARDOSO;
MEIRELES, 2015) de porte arbéreo pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae),
conhecida popularmente como olho-de-cabra, tento, pau-ripa (CARVALHO, 2008),
Sua &rvore tem valor paisagistico sendo recomendada para arborizacdo das ruas e
avenidas e plantios destinados a restauracdo de areas degradadas (CARVALHO,
2008). Suas sementes sdo usadas também na medicina, na forma de cha para
dores na bexiga (SENS, 2002) e como contraceptivos (DUARTE; DRANKA; YANO,
2012).

O substrato indicado para seu cultivo é terra de subsolo, visto que mudas de
O. arborea se desenvolvem bem com baixa fertilidade (SILVA; MORAIS, 2013). A
planta se estabelece tanto em ambientes riparios quanto em solos bem drenados
(CARVALHO, 2008). Encontra-se em vias de extincdo, em consequéncia das
continuas devastacfes de florestas nativas. A producdo de mudas desta espécie €
dificultada pela baixa porcentagem de germinacdo de suas sementes, em razdo do
tegumento ser muito duro (LORENZI, 2008).

Existem vérios estudos com o género Ormosia principalmente relacionado
com a sua germinacdo, entretanto sdo raros 0s que tratam das suas respostas
fisioldgicas nos diversos ambientes. Considerando que o alagamento € um fator que
restringe a vida de diversas espécies vegetais, torna-se importante o estudo da
tolerancia ou resisténcia de espécies de mata ciliar a alagamentos temporarios ou
duradouros (CIRILO; MEDRI, 2002).

No alagamento ha diminuicdo de oxigénio que pode danificar severamente
plantas sensiveis a inundacdo, entretanto as plantas tolerantes suportam essa
condicao por mais tempo e plantas bem adaptadas, de terras Umidas, crescem e
sobrevivem durante periodos mais longos com seus sistemas de raizes em
condi¢cBes de alagamento (TAIZ; ZEIGER, 2017). Segundo Kozlowski (1984), o solo
alagado reduz a disponibilidade de oxigénio para a planta. Entretanto, determinadas
espécies, quando submetidas ao alagamento, podem produzir modificacbes

morfoanatbmicas, e também acelerar a senescéncia e abscisdo de suas folhas, as
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guais permitem a difusdo de oxigénio da parte aérea para as raizes, mantendo a

respiracao aeroébica.

E importante do ponto de vista da agricultura e do meio ambiente o
conhecimento sobre os processos fisioldgicos que ocorrem com as plantas, seus
mecanismos de adaptacdo ao clima e ao estresse ambiental. De acordo com Taiz e
Zaiger (2017) o estresse esta relacionado a tolerancia da planta, quando enfrenta

um ambiente desfavoravel.

Diante disso, a planta responde ao estresse hidrico em sua fisiologia e
anatomia sofrendo abscisdo foliar, aprofundamento das raizes, fechamento dos
estbmatos, diminuicdo da fotossintese, diminuicdo do potencial hidrico da célula,
entre tantas outras regulacdes para sua sobrevivéncia em ambiente desfavoravel
(SOUZA, 2017).

O estresse hidrico caracteriza-se pelas alteracdes bioquimicas sofridas na
estrutura das células, com acumulo de solutos compativeis e de proteinas
especificas que sédo rapidamente induzidas por essa reacdo (SHAO et al., 2005). As
respostas fisiologicas da planta relacionada ao excesso de agua, variam de acordo
com a intensidade aplicada sob alagamento como tempo alagado, quantidade de

agua, etc.

O alagamento gera efeitos na folha e respostas na condutancia estomatica,
fotossintese e no seu processo de expansdo ou absciséo foliar (PEZESHKI, 1993;
PEZESHKI et al., 1993; DREYER, 1994; LIAO; LIN, 1994, 1996; WILL et al., 1995).
A érea foliar, a area especifica foliar, a espessura total da lamina foliar, o contetdo
de agua e a densidade estomatica sdo alguns parametros utilizados para avaliar o
grau de adaptacdo da planta a determinados ambientes (GRISI, 2011). H&A uma
escassez de informacdes relacionada a area foliar de Ormosia arborea
principalmente em casos de adaptacdo em ambientes alagados, sendo assim

importante o estudo e pesquisa que relaciona estes fatores.

Analisa-se o indice de clorofila na folha, usado para predizer o nivel
nutricional de nitrogénio (N) em plantas, devido ao fato de que, a quantidade desse
pigmento esta diretamente relacionado com teor de N na planta (PIEKIELEK; FOX;
1992; SMEAL; ZHANG, 1994; BOOIJ et al., 2000). Em plantas alagadas, ocorre a
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diminuicdo do oxigénio causando algumas restricbes no metabolismo que prejudica
a absorcéo e transporte de ions, reduzindo os nutrientes na parte aérea da planta,
dentre eles o nitrogénio (LENHARD; SCALON; NOVELINO, 2010).

Por efeito de estresse hidrico as varidveis de trocas gasosas podem
apresentar alteracdes, restringindo a disponibilidade de dioxido de carbono para

assimilacao, levando a limitacdes metabolicas, pelo aumento do efeito fotoinibitério
(GLAZ; MORRIS; DAROUB, 2004). A guantificacdo da fluorescéncia da clorofila a

auxilia no conhecimento do processo fotoquimico da fotossintese, avaliando o efeito
de fatores ambientais sobre o metabolismo fotossintético e o estado fisiolégico das
plantas e sua tolerancia a estresses abi6ticos (PEREIRA, 2001). Dentre eles, sob
diferentes disponibilidades hidricas (SOUZA, 2017).

Ao expor as plantas a estresses bidticos e abidticos pode ocorrer 0 aumento
da producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como O,, Q@ "eHDO e
OH. Para se proteger contra estes toxicos intermediarios de oxigénio, as células das
plantas e suas organelas, como cloroplastos, mitocéndrias e peroxissomos aplicam
um sistema de defesa antioxidante, enzimas e outras moléculas ndo enzimaticas
(DAVAR et al., 2013).

Concomitantemente existem mecanismos de defesa importantes que sao
contra radicais livres e limitam o estresse oxidativo e a destruicdo das espécies
reativas de oxigénio, os quais dependem da intensidade do estresse sob a planta e
sua capacidade de sobrevivéncia. A planta pode responder com aumento de

expresséo de genes de enzimas antioxidantes (MUNNE-BOSCH, 2013).

Sob condi¢des de alagamento as enzimas do sistema antioxidante séo ainda
pouco estudadas (SAIRAM et al., 2008). Diversas enzimas estdo envolvidas no
mecanismo e protege a planta de radicais livres, entre elas, estdo as catalases,
superoxido dismutases e peroxidases (MUNNE-BOSCH; QUEVAL; FOYER, 2013).
A superoxido dismutases (SOD) sao essenciais na resposta das plantas ao estresse
oxidativo porque formam peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular, atuando
sobre o radical O (CATANEO et al., 2005). A peroxidase (POX) possui uma alta
afinidade com H,O, e com isso, faz a sua remocdo rapida até mesmo em

concentragdes menores (MITTLER, 2002).
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Acresce que, a peroxidase (POX) esta presente em tecidos de animais,
plantas e microorganismos, que cataliza a oxidoreducdo entre H,O, e Varios
redutores, também participa de processos fisiologicos nas plantas, tais como a
lignificacéo, suberizacao, formacao e reticulacdo de componentes da parede celular,
catabolismo de auxinas, senescéncia, protecdo contra ataque de patégenos, insetos
e estressores abidticos (GULSEN et al.,, 2010; WAR et al., 2012). O peroxido de
hidrogénio € umas das espécies reativas de oxigénio que apresentam relativamente
uma longa meia-vida (1ms) e o excesso de H,O, nas células das plantas lidera o
estresse oxidativo que cumpre dois papeis nas plantas: em baixa concentracdo age
como um sinal molecular acionando a tolerdncia a varios estresses bioticos e
abidticos, em alta concentracdo, conduz para a morte programada da célula
(BHATTACHARJEE, 2012).

Bem como a enzima superéxido dismutase (SOD) € uma das enzimas
antioxidantes intracelulares mais eficazes e presente em todos 0s organismos
aerdbicos e compartimentos subcelulares que podem sofrer uma reacdo oxidativa
devido a um estresse abibtico ou bidtico. E a primeira linha de defesa contra os
efeitos toxicos dos niveis elevados das espécies reativas de oxigénio (GILL;
TUTEJA, 2010). As SOD removem O3, catalisando a sua dismutacédo, onde um O, &
reduzido a H,O, e outro oxidado a O,. Remove O, e, portanto, diminui o risco de
formacg&o de OH no interior da célula (MITTLER, 2002).

Ha uma escassez de informacfes relacionada a area foliar e metabolismo
fotossintético e antioxidante de O. arborea principalmente em casos de adaptacdo a
ambientes alagados, sendo assim importante o estudo e pesquisa que relaciona

estes fatores.

2. OBJETIVO
Avaliar aspectos de crescimento, fotoquimica da fotossintese e atividade
antioxidantes de folhas de Ormosia arborea sob alagamento.

3. MATERIAL E METODOS
3.1Local de coleta e desenvolvimento experimental
Frutos abertos de O. arborea foram coletados como recomendado por Silva et

al. (2014), a partir de matrizes distribuidas a margem esquerda do rio lvinhema (22
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03' 04,5" S; 53" 41' 28,2" W), uma area sujeita a inundagcdo, no municipio de Nova
Andradina/MS. As sementes presentes nos frutos foram selecionadas de acordo
coma integridade, uniformidade e coloragéo.

O experimento foi conduzido no municipio de Dourados, MS, onde o clima,
sendo a classificacdo de Koppen, é Mesotérmico Umido; do tipo Cwa, com
temperaturas e precipitacdes médias anuais variando de 20° a 24° C e 1.250 a 1.500
mm.

Os vasos com as mudas (Figura 1) foram separados em dois regimes
hidricos: (1) Mudas alagadas - mantidas com o nivel de 4gua a 5 cm acima do
substrato; (2) Controle (Mudas ndo alagadas) — mantidas com irrigacdo manual e
diaria mantendo 70% da capacidade de retencdo de agua do substrato.

A condicdo de alagamento foi obtida pela deposicdo dos vasos dentro de
piscinas plasticas (Capacidade de 1000 litros) por 0, 30 e 60 dias. O nivel de agua
nas piscinas foi verificado semanalmente e, sempre que necessario, a agua foi
completada, de forma lenta e suave, para evitar agitacdo da agua e o aumento da

concentrag&o de oxigénio.

3.2 Parametros avaliados

321 Crescimento

Dois individuos de cada repeticdo por tratamento (N=8) foram escolhidos ao
acaso e avaliados em funcédo da éarea foliar (AF; cm?), medida com o aparelho LI-
COR modelo LI-3100C e do indice de clorofila: obtido com auxilio de um medidor
de clorofila (Konica Minolta, SPAD 502).

3.2.2 Eficiéncia quantica do fotossistema ll

Obtida por meio de fluordbmetro portati modelo OS-30p (Opti-Sciences
Chlorophyl Fluorometer, Hudson, USA), sendo anotadas as medidas de
fluorescéncia inicial (FO) e eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il
(Fv/iFm). A determinacgéo da fluorescéncia foi realizada entre 8 e 11h da manhd, em
folhas as submetidas a um periodo de 30 minutos de adaptacédo ao escuro com O
auxilio de clipes adaptadores, para que todos os centros de reagcdo nessa regido
foliar adquirissem a condigdo de “aberto”, ou seja, oxidagdo completa do sistema

fotossintético de transporte de elétrons.
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3.23 Atividade enzimética

Utilizando extratos obtidos a partir da homogeneizacdo de 1 g de folhas de
cada tratamento, fragmentadas em almofariz, inicialmente na presencga de nitrogénio
liguido. Em seguida foram adicionados 2 mL de solugéo de extragdo, constituida de
EDTA 0,1 Mm em tampéao de fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, contendo 20 mg de
PVP (Polivinilpirrolidona), procedendo-se uma nova homogeneizacdo. O
homogeneizado foi centrifugado por 20 minutos a 4000 rpm e o sobrenadante
coletado utilizado nas avaliagbes enzimaticas (Figura 2). (1) Peroxidase: A atividade
nas folhas e raizes foi determinada em aliquotas de 20 pL do extrato enzimético
bruto (triplicata), com solucdo de extracdo. Foram adicionados 2 ml de uma mistura
de reacdo contendo tampao fosfato de potassio 0,2M, pH 7, acrescida de 200 pL de
guaiacol (0,5%) e 200 pL de H,0O, (0,08%). O aumento na absorbancia da solugéo
foi lida a 470 nm, utilizando-se para os célculos, o coeficiente de extingdo molar de
2,47 mM™* cm™ (MACEDO et al., 2005). (2) Superéxido dismutase: A atividade nas
folhas e raizes foi determinada adicionando 50 pL de extrato enzimatico diluido para
1:5 (v:v) com solugdo de extragdo a mistura de reacdo, constituida de 2 ml de
metionina 13 mM, 2 ml de azul de p-nitro tetrazolio (NBT) 0,44 mM, 2 ml de EDTA
100 nM e 0,8 ml de riboflavina 1 mM, em tampéao de fosfato de potassio 0,1 M, pH
7,8 (DEL LONGO et al.,, 1993). A reacao foi conduzida a 25° C em camara de
reacdo, sob a iluminacdo de duas lampadas fluorescentes de 15 W. A reacéo foi
iniciada pelo acendimento das lampadas e, ap6s 15 minutos, interrompida pelo
desligamento das mesmas (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). A producdo de
formazana azul, resultante da foto-reducéo do NBT, foi medida pela determinacéo
do incremento na absorbancia a 560 nm, que foi subtraida de um “branco”, no qual a
mistura de reacao foi mantida no escuro (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971).

3.3 Delineamento estatistico e analise dos dados
O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC)
em esquema fatorial foi de 2 regimes hidricos (Controle e Alagado) x 3 periodos de
alagamento (0, 30 e 60 dias), com 4 repeticbes de 5 mudas cada.
Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia a 5% de

probabilidade e, havendo efeito estatisticamente significativo as médias referentes
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aos regimes hidricos foram submetidas ao teste t e os periodos de alagamento e

sua interacdo com os regimes hidricos foram submetidas a teste de Tukey, ambos a
5% de probabilidade.

Figura 1: Visao geral das mudas de Ormosia arborea: (a) Controle, (b) Alagamento
por 60 dias. Escala: 5 cm.

- 6,cm *

Fonte: Fernanda Soares Junglos

Figura 2: Analise enzimatica da Peroxidase e Superdxido Dismutase em Ormosia
arborea.
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Fonte: Dayane Alvares, 2018.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
As mudas de Ormosia arborea sobreviveram até o final do experimento, sem

dano aparente, indepente do tratamento utilizado.

O indice de clorofila das mudas de O. arborea néo variou significativamente

entre os fatores avaliados, apresentando média geral de 37,9 (SPAD).

A érea foliar das mudas aumentou em ambos tratamentos, sendo os valores
superiores em relacdo ao controle em todos os tratamentos alagados. As mudas
com 60 dias de alagamento apresentaram maior média (572,37 cm?) e 0os menores

indices no inicio das avaliaces (199,29 cm?) (Figura 3).

Figura 3: Area foliar de mudas de Ormosia arborea durante os diferentes periodos

de alagamento.
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Em periodos de longos alagamentos a planta normalmente diminui ou
paralisa o crescimento da parte aérea e ocorre a murcha foliar (SCHAFFER et al.,
1992), em vérias espécies vegetais, 0 decréscimo no crescimento torna-se téo
intenso, que ocorrem danos irreversiveis que nao permitem a retomada do
crescimento apdés a drenagem da agua, podendo levar também a morte da planta
(SANTIAGO; PAOLI, 2003).

Resultados contrarios foram observados por GRISI et al. (2011), que

verificaram que as plantas sob alagamento apresentaram menor area foliar do que
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os demais tratamentos. As folhas de O. arborea apresentaram uma resposta
particular com um aumento significativo da area foliar no tratamento alagado,
podendo ser compreendido como consequéncia do alagamento, promovendo uma

expanséo foliar, ressaltando sua adaptacao e resisténcia em ambientes alagados.

Com relacéo ao Fv/Fm, as plantas ndo apresentaram diferenca entre si, com

excecdo do tratamento alagado por 60 (0,7 elétron quantum ™) (Figura 4).

Figura 4: Eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) de mudas de

Ormosia arborea durante os diferentes periodos de alagamento.

Fv/Fm
0,8 aA aA
aA
0,75 HO0
H30
0,7 I 160
A
0,65
Controle Alagado

Letras mailusculas comparam diferentes periodos de alagamentos no mesmo regime
hidrico. Letras minusculas comparam diferentes regimes hidricos no mesmo periodo
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De acordo com Maxwel e Johnson (2000), em condi¢cbes nao estressantes a
razdo Fv/Fm em algumas espécies varia entre 0,75 e 0,85, uma queda no valor
desta razdo indica estresse, considerando um dano fotoinibitério nos centros de
reacao da eficiencia quantica do sistema. O valor de Fv/Fm apresentado aos 60 dias
tratamento alagado foi de 0,70 logo, presume-se que houve um dano fotoinibitério

nestas mudas, onde se obteve a menor razdo Fv/Fm.

A florescéncia inicial (FO) foi maior em plantas alagadas apresentando
valores entre 242,12 e 280 nos periodos de 30 e 60 dias de alagamento
respectivamente. Os menores valores observados no controle indicam um equilibrio

na emisséao de fluorescencia inicial (Figura 5).
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Figura 5: Florescéncia inicial (FO) de mudas de Ormosia arborea durante os

diferentes periodos de alagamento.
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A FO é a emissao de florescéncia pelas moléculas de clorofila a do complexo

coletor de luz do PSII. Possivelmente o seu aumento no tratamento com plantas
alagadas, pode ser consequéncia de danos no centro de reacdo do PSIl (BAKER,;
ROSENQVST, 2004; BAKER, 2008).

Em condicdes de estresse a eficiencia fotossintetica nas plantas causa uma
baixa na eficiencia quantica do potencial PSIl e o inicio dos processos de
fotoinibicdo quando a capacidade de fotoprotecdo é excedida, indicada pelo declinio
da relagcdo Fv/Fm e aumento de FO (CHAGAS, 2007).

A atividade de Peroxidase (POX) em folhas de O. arborea apresentou um
aumento crescente de atividade ao longo dos dias de alagamento. Nos 60 dias
alagado, houve a maior producdo de POX quando comparado as folhas controle
(Figura 6). Essa producdo significativa demonstra uma continua produgéo do

sistema de defesa antioxidativo das folhas.
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Figura 6: Analise da atividade enzimatica de Peroxidase (POX) em folhas de

Ormosia arborea durante os diferentes periodos de alagamento.
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A POX tem papel fundamental no ciclo ascorbato-glutationa e elimina H,O,
dos cloroplastos e citosol, sendo que mudancas na atividade desta enzima esta
relacionado com a tolerancia da planta em relacdo ao estresse oxidativo (LEE et al.,
2001; SUDHAKAR et al., 2001). Existem inumeras isoformas de POXs envolvidas
nos processos celulares, estdo localizadas na parede celular e vacuolo. as quais
utiizam o peroxido de hidrogénio como oxidante e compostos fendlicos como
doadores de elétrons, podem ser induzidas ou expressas em ambientes
estressantes (BARBOSA et al., 2014).

As mudas alagadas apresentaram menor atividade de superéxido dismutase
(SOD) guando comparadas ao controle (Figura 7). Essa producao inferior reflete
num sistema de defesa antioxidativo baixo, ou seja, as folhas ndo estdo sendo

capazes de restabelecer ou combater significativamente o superoxido produzido.
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Figura 7: Analise da atividade enzimatica de Superéxido Dismutase (SOD) em

folhas de Ormosia arborea durante os diferentes periodos de alagamento.
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A baixa atividade da SOD pode indicar baixa producéo de O, o que justifica a
alta atividade da POX, responséavel pelo catabolismo do H,O, (MESSCHMIDT et al;
2015). O acetaldeido, acumulado sob essa condi¢cdo de estresse, funciona como
doador de elétrons ativando o O, que, ao sofrer dismutacdo pela acdo da SOD,
forma H,0O,. Os niveis de H,0O, sédo regulados por diversas peroxidases como a POX
(BLOKHINA et al; 2003).

A SOD sédo metaloenzimas que constituem a defesa primaria das celulas
contra os radicais superoxidos gerados em condicdes estressantes para a planta,
um aumento da atividade da SOD confere tolerancia ao estresse oxidativo (JALEEL
et al., 2007). A SOD dismuta o0 O, em H,0,, interferindo nos danos causados pelas
espécies reativas de oxigénio (EROs) extremamente toxicas aos seres Vivos
(ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002). Entretanto, na presente pesquisa, O. arborea
durante o periodo de estresse avaliado ndo foi eficiente em intensificar a atividade
de SOD.

A capacidade da planta de se reestabelecer apos o periodo de alagamento é
fundamental para o estabelecimento de plantas em ambientes sujeitos a periodos de
inundag&o. Com base nos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que mudas de

Ormosia arborea possui um grande potencial de tolerancia e adaptacdo a ambientes
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alagados, sendo uma interessante opcdo de plantio em ambientes desfavoraveis

como os de alagamento.

5.  CONCLUSAO

As mudas de Ormosia arborea embora sensiveis ao alagamento
sobreviveram até os 60 dias. Ndo foi observado prejuizo na area foliar e indice de
clorofila. Mas ja sinalizaram sinais de estresse baseado na reducédo do Fv/Fm e alta

atividade da Peroxidase aos 60 dias de alagamento.
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