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RESUMO

No presente estudo, buscou-se investigar as respostas morfofisioldgicas e bioquimicas da espécie
Lippia gracilis Schauer frente a condicdo de déficit hidrico. Plantas provenientes de estacas foram
submetidas a dois regimes hidricos, com e sem suspensdo de rega durante 15 dias e posteriormente
foram reidratadas por 10 dias. Durante os periodos sob regimes hidricos, foram realizadas anélises
fisioldgicas, biométricas, bioquimicas e anatdbmicas. A condicdo de déficit hidrico afetou
negativamente o crescimento da parte aérea e da area foliar, com reducBes aproximadas de 60% e
50%, respectivamente, enquanto que o crescimento do sistema radicular foi estimulado pelo estresse
(aumento de 500%). A condicdo de seca ocasionou a redugdo dos parametros fisiologicos
(condutancia estomatica - gs, transpiracao - E, fotossintese liquida - A e teor relativo de agua foliar -
TRA), enquanto que a temperatura foliar e a razdo da concentracdo interna e externa de CO; (Ci/Ca)
aumentaram. Plantas submetidas ao estresse apresentaram maior eficiéncia intrinseca do uso da agua
no 10° dia de suspensdo (A/gs). Os teores de clorofila total, carotenoides e carboidratos sollveis,
foram aumentados no 10° e 15° dia de suspensdo hidrica. Os niveis de perdxido de hidrogénio (H20>),
proteinas e malondealdeido (MDA) foram elevados em plantas submetidas ao déficit hidrico no 15°
dia de suspensdo. Os niveis de H,O, nas plantas controle foram aumentados no 20° e 25° de
reidratacdo, acompanhados da ativagdo de algumas enzimas do sistema antioxidativo (SOD —
superdxido dismutase, CAT — catalase e APX — ascorbato peroxidase), enquanto que nas plantas sob
déficit hidrico a SOD aumentou sua atividade no 10° dia e a CAT no 10° e 15° dia sob estresse.
Plantas submetidas ao déficit hidrico apresentaram redugdo da espessura do mesofilo, menores células
epidérmicas, reducdo dos espacos intercelulares, maior quantidade dos feixes vasculares, maior
lignificacdo das células xilematicas e modificagdo morfoldgica das células corticais. Na reidratacao,
as plantas submetidas ao déficit hidrico apresentaram recuperacdo em todas as varidveis analisadas.
Diante dos resultados, conclui-se que a répida recuperagdo dos parametros avaliados na espécie
estudada pode estar relacionada com a auséncia de danos irreversiveis nas estruturas celulares, devido
a eficiéncia do sistema antioxidativo e de processos metabdlicos envolvidos com a dissipacdo do
excesso de energia em decorréncia do estresse hidrico imposto. Aliado a isso, outras estratégias
morfofisiol6gicas importantes como o0 aumento no crescimento radicular, aumento na quantidade dos
feixes vasculares e reducdo da area foliar, proporcionaram maior eficiéncia na absorcdo de agua do
solo e na manutencdo do contetdo hidrico celular em plantas de Lippia gracilis submetidas ao déficit

hidrico.

Palavras-chaves: Sistema antioxidativo; anatomia foliar; osmorregulacéo; trocas gasosas; pigmentos;

floresta tropical sazonal seca.



ABSTRACT

In the present study, we investigated the morphophysiological and biochemical responses of the
species Lippia gracilis Schauer to water deficit. Plants from cuttings were submitted to two water
regimes, irrigation (control) and suspended irrigation (stress) for 15 days and were then rehydrated for
10 days. During water regimes, we performed physiological, biometric, biochemical, and anatomical
analyzes. The water deficit negatively affected growth of the aerial part of the plant and the leaf area,
with reductions of approximately 60% and 50%, respectively. On the contrary, root system growth
was stimulated by water deficit (increase of 500%). The drought caused a reduction in the
physiological parameters (stomatal conductance - gs, transpiration - E, net photosynthesis - A and
relative leaf water content - RWC), while leaf temperature and internal and external CO:
concentration ratio (Ci/Ca) increased. Plants subjected to drought had higher intrinsic efficiency of
water use on the 10th day of deficit (A/gs). The levels of total chlorophyll, carotenoids, and soluble
carbohydrates increased on the 10th and 15th days of water suspension. The levels of hydrogen
peroxide (H20.), proteins, and malondialdehyde (MDA) were high in plants on the 15" day of water
deficit. The levels of H,O; in the control plants increased on the 20" and 25" day of rehydration,
followed by the activation of some enzymes of the antioxidative system (SOD - superoxide dismutase,
CAT - catalase and APX - ascorbate peroxidase). Plants under water deficit increased SOD activity on
the 10th day and CAT on the 10th and 15th day under stress. Plants submitted to water deficit showed
reduction of mesophilic thickness, smaller epidermal cells, reduction of intercellular spaces, more
vascular bundles, greater lignification of xylem cells, and morphological modification of cortical
cells. During rehydration, the plants submitted to the water deficit recovered in all variables analyzed.
We conclude that the rapid recovery of the parameters evaluated for Lippia gracilis are related to the
absence of irreversible damage in the cellular structures, due to the efficiency of the antioxidative
system, and metabolic processes involved with the dissipation of the excess energy because of the
imposed water stress. In addition, other important morphophysiological strategies such as increased
root growth, increased vascular bundles, and reduced leaf area improved soil water absorption and

maintained the cellular water content in Lippia gracilis plants submitted to drought.

Key words: Antioxidative system; dry tropical seasonal forest; gas exchange; leaf anatomy;
osmoregulation; pigments
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1. Introducéao Geral

A Floresta Tropical Sazonal Seca (FTSS) brasileira, também conhecida como
Caatinga, cobre basicamente o semiarido brasileiro e apresenta uma rica biodiversidade
vegetal que contribui para economia do pais, principalmente nos ramos farmacéuticos e da
construcdo civil (Santos et al., 2008). A utilizagdo indiscriminada dos recursos vegetais pelas
indUstrias e comunidades locais, compromete a conservagdo de espécies Unicas, ou seja, que
s0 ocorrem nesse tipo de floresta (Nobre, 2011). Segundo o Ministério do Meio Ambiente,
estima-se que 46% da area total da Caatinga foi degradada, evidenciando a importancia de
estudos voltados para conversacdo de espécies da fauna e flora desse ecossistema. Aliada a
essa problematica, o semiarido brasileiro apresenta caracteristicas climaticas peculiares, tais
como reduzida e variavel precipitacdo, elevadas temperaturas e baixas taxas de umidade, que

em conjunto, resultam em um acentuado déficit hidrico (Silva et al., 2015).

A espécie Lippia gracilis Schauer pertence a familia Verbenaceae e se destaca por
apresentar propriedades medicinais devido aos compostos fendlicos presentes em seu 6leo
essencial armazenado e secretado pelos seus tricomas glandulares (Lima et al. 2013; Melo et al.
2013; Marinho et al.,, 2011). O Oleo essencial extraido de suas folhas apresenta atividade
antimicrobiana, antioxidante e antitumoral (Marreto et al., 2008; Cruz et al., 2013; Ferraz et al., 2013).
Essa espécie é endémica da Caatinda, ocorrendo nos Estados da Bahia, Ceard, Maranhdo,
Paraiba, Sergipe, Piaui (Lorenzi e Matos, 2002), no semiarido do Estado de Pernambuco e em

pequena parte do Rio Grande do Norte (Marreto et al., 2008).

A agua é um dos recursos de maior importancia na vida vegetal, e um dos mais
limitantes. As plantas, como organismos sesseis, sdo impossibilitados de evadir das ameacas
ambientais, portanto, desenvolveram estratégias adaptativas de defesa e enfrentamento aos
fatores bidticos e abidticos. Esses mecanismos podem ser de ordem morfoldgica, fisioldgica,
anatdmica e bioquimica (Zargar et al., 2017; Yi et al., 2016; Barcia et al., 2014; Cavatte et al.,
2012). Algumas plantas sob condigdes de deficit hidrico, podem apresentar o aumento do
sistema radicular para ampliar a area de absorcéo de agua do solo, bem como uma diminuigéo
da area foliar para reduzir as taxas transpiratorias (Ajithkumar & Panneerselvam, 2014).
Associados a esses fatores, as plantas podem elevar a produgdo de substancias conhecidas
como osmorreguladoras, que sdo de extrema importancia no processo da manuntengdo da
turgescéncia celular em situacdes de deficiéncia hidrica (Cavatte et al., 2012; Dominghetti et

al, 2015). Alem disso, a eficiéncia do sistema antioxidativo enzimatico e ndo enzimatico,
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frente a elevada producdo de espécies reativas de oxigénio decorrente de estresse, € um
importante mecanismo bioguimico para manutencdo da homeostase redox e sobrevivéncia da
planta (Barbosa et al., 2014).

Diante do exposto, compreender mecanismos morfofisiologicos e bioquimicos
adotados por Lippia gracilis Schauer frente a irregularidade hidrica, elucidara algumas
estratégias de adaptagdo que permite a sobrevivéncia em seu habitat natural, oferecendo

informacdes que possam ser utilizadas em programas de melhoramento genético de plantas.
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2. Revisao de Literatura
2.1 Floresta Tropical Sazonal Seca Brasileira

A regido de Floresta Tropical Sazonal Seca (FTSS) brasileira, também conhecida como
Caatinga, ocupa uma éarea de 844.453 Km?, o equivalente a 11% do territério nacional,
englobando os seguintes Estados: Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Pernambuco, Paraiba,
Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe e o Norte de Minas Gerais (Ministério do Meio
Ambiente, 2014). Essa regido apresenta uma ampla diversidade quando comparada com
outras regides aridas do mundo, apresentando diversas espécies unicas, ou seja, nao
ocorrentes em nenhuma outra parte do planeta (Silva et al., 2015). Apesar da sua importancia
no cenario social e ambiental, pouco mais de 8% dessa floresta estdo protegidos por unidades
de conservacao federal e apenas 1,4% em unidades de conservacdo de Protecdo Integral
(Mittermeier & Scarano, 2013).

Os estudos acerca dos impactos das mudancas climaticas sobre a estabilidade dos
biomas no Brasil, mostram mudancas significativas na vegetacdo do semiarido do Nordeste
brasileiro. O alto grau de degradacdo dessas regides, sinaliza que a Caatinga estd entre 0s
ecossistemas mais vulneraveis devido ao cenario de aumento das temperaturas globais e
reducdo da precipitagdo, o que coloca a regido Nordeste do Brasil em alerta, devido ao risco
considerado de extin¢do de espécies da flora e da fauna desse importante bioma (Nobre,
2011).

A biodiversidade vegetal da Floresta Tropical Sazonal Seca brasileira conta com
aproximadamente 2.213 espécies de angiospermas distribuidas em 126 familias, das quais
318 espécies (18 géneros e 42 familias) sdo endémicas desse ecossistema (Flora do Brasil,
2018; Giulietti et al., 2002). Essa biodiversidade ampara diversas atividades econdmicas do
pais, especialmente nos ramos farmacéutico, cosmético, quimico, construcdo civil e de
alimentos. Cerca de 27 milhdes de pessoas vivem nessa floresta, a maioria carente de amparo
financeiro e dependente dos recursos desse bioma para sobreviver. Apesar da sua
importancia, a FTSS tem sido desmatada de forma acelerada, principalmente nos altimos
anos, chegando a 46% de desmatamento, devido principalmente ao consumo de lenha nativa,
explorada de forma ilegal e insustentavel, para fins domésticos e industrias, ao sobrepastoreio
e a conversdo de areas para pastagens e agricultura (Ministério do Meio Ambiente, 2014).
Estima-se de que 65,57% da vegetacdo da FTSS apresente propriedades medicinais (Santos et
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al., 2008), as quais sdo utilizadas pelas populacdes e industrias de maneira exploratdria e ndo

renovavel (Silva et al., 2012).

As plantas consideradas medicinais sdo aquelas que apresentam compostos quimicos
proveniente do seu metabolismo primario e/ou secundario que desempenha alguma funcéo na
profilaxia e/ou cura de doengas. Atualmente, o uso de produtos naturais vem ganhando
destaque no tratamento da salde humana e animal, pois podem apresentar substancias
bioativas contra parasitos, micro-organismos e enfermidades de outra natureza, sem causar
prejuizos ao meio ambiente, além de serem menos agressivos a saide do homem, no que se
refere aos residuos farmacoldgicos e de agrotoxicos presentes nos alimentos de origem
animal e vegetal, respectivamente (Fernandes et al., 2015; Ferraz et al., 2013; Albuquerque et
al, 2006).

Considerando o reconhecimento do potencial terapéutico das espécies nativas da FTSS,
0 interesse crescente da industria farmacéutica na obtencdo de fitoterapicos e a necessidade
da realizacdo de pesquisas voltadas a sua conservagdo, no ano de 2006, o Governo Federal
estabeleceu a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que busca ressaltar a
importancia da pesquisa nesta area, como forma de garantir a populagdo brasileira 0 acesso
seguro e o uso racional de plantas medicinais e os fitoterapicos por elas produzidos, além de
promover o uso sustentavel da biodiversidade e o desenvolvimento da cadeia produtiva e da

industria nacional (Ministério da Saude, 2006).

2.2 Lippia gracilis Schauer

A familia Verbeneaceae compreende aproximadamente 2.614 espécies distribuidas em
98 géneros no mundo, dos quais 49 géneros e 476 espécies ocorrem no Brasil (Salimena et
al., 2015). Na regido nordeste estima-se a ocorréncia de 37 espécies, se destacando as do
género Lippia. Esse género, cujo nome é uma homenagem ao botanico italiano Lippi, €
representado por ervas, arbustos e pequenas arvores que sao frequentemente aromaticas, em
decorréncia da presenca de 6leos essenciais, e estdo distribuidas na América Central e do Sul
e territorios da Africa Central (Cruz, 2013; Lorenzi e Matos, 2002). O género Lippia
apresenta aproximadamente 200 espécies, das quais 108 ocorrem no Brasil, sendo 12 delas

ocorrentes na regido Nordeste (Salimena et al., 2015).
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A Lippia gracilis Schauer (Figura 1), pertencente a familia VVerbenaceae, é conhecida
como uma das plantas mais importantes na lista da Central de Medicamentos (CEME) para o
Programa de Pesquisa em Plantas Medicinais (PPPM) do Ministério da Saude (Ferreira et al.,
1998). Recentemente essa espécie foi considerada por O’Leray et al. (2012), juntamente com
outras trés espeécies (Lippia dumetorum Herzog, Lippia hickenii Tronc. e Lippia laxibracteata
Herzog), como sinbnimo de Lippia grata.

Trata-se de uma espécie endémica do Nordeste brasileiro (Gomes et al., 2011; Giulietti
et al.,, 2002), popularmente conhecida como alecrim da chapada e alecrim de tabuleiro.
Apresenta porte subarbustivo com altura variando de 1,2 a 3,0 metros, muito ramificado,
contendo folhas aromaticas, flores de coloracdo branca (Matos et al., 2004) e frutos contendo
sementes com reduzido indice de germinacgéo, sendo encontrada nos Estados da Bahia, Ceara,
Maranhdo, Paraiba, Sergipe, Piaui (Lorenzi e Matos, 2002), no semiarido do Estado de

Pernambuco e em pequena parte do Rio Grande do Norte (Marreto et al., 2008).

T
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Figura 1. Planta de Lippia gracilis Schauer do acervo da Universidade Estadual do Rio Grande do Norte
(UERN), localizada no municipio de Mossoro.
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As folhas de L. gracilis apresentam propriedades quimicas e farmacéuticas
significativas na atividade antimicrobiana (Fernandes et al., 2015; Albuquerqgue et al, 2006.),
devido aos compostos quimicos timol e carvacrol (Moraes et al., 2017; Souza et al., 2017;
Trevisan et al., 2016; Bitu et al., 2015; Cruz et al., 2014) presentes no dleo essencial, que sdo

acumulados nos tricomas glandulares (Albuquerque et al, 2006).

O o6leo de L. gracilis vem sendo usado topicamente em dermatoses, infeccdes da
garganta, resfriados, tratamento da acne (Matos, 1999), como agente larvicida no controle de
espécies como Aedes aegypti (Silva et al, 2008), causador da dengue e de Callosobruchus
maculatus (Marreto et al., 2008; Pereira et al., 2007.), inseto que atinge a familia Fabaceae
especialmente o feijdo (Phaseolus vulgaris), provocando perdas consideraveis na producao
durante o armazenamento. Outra espécie de inseto onde se observou a atividade inseticida do
6leo essencial da Lippia gracilis foi Diaphania hyalinata, inseto responsavel pela reducéo
produtiva de espécies alimenticias como meldo (Cucumis melo) e pepino (Cucumis sativus)
(Melo et al., 2018). Também foi observada a eficacia no controle in vitro de larvas e fémeas
ingurgitadas de Rhipicephalus microplus (carrapato de boi) (Cruz et al., 2013), bem como
atividades moluscida e antioxidante (Lima et al., 2008). A acdo anticancerigena do 06leo
essencial de L. gracilis foi observada em ensaios in vitro da proliferacdo e apoptose de
células HepG2 (human hepato cellular carcinoma) e em camundongos com células tumorais
de Sarcoma 180, evidenciando em ambos ensaios uma atividade antitumoral significativa
(Ferraz et al., 2013). Estudos de Ribeiro e colaboradores (2012), também confirmaram a

atividade citotoxica do extrato de L. gracilis.

Trabalhos realizados por De Souza et al. (2017) e Cruz et al., (2014) demonstraram que
plantas de Lippia gracilis submetidas ao déficit hidrico apresentaram reduzida variacdo dos
constituintes quimicos em comparagdo com plantas hidratadas, demonstrando rusticidade na
composi¢do quimica dos seus 0Oleos essenciais. Porém sdo escassos trabalhos voltados na
identificacdo dos mecanismos adaptativos a condicdo de déficit hidrico da referida espécie.

Diante da importancia medicinal da L. gracilis, aliada a intensa exploracdo para fins
terapéuticos (Souza et al., 2012), faz-se necessario identificar mecanismos de tolerancia a
ambiente com baixo indice de precipitacdo, para elucidar algumas estratégias de adaptacao
que permite a sobrevivéncia dessa espécie em seu habitat natural, oferecendo informac6es

gue possam ser utilizadas em programas de melhoramento genético de plantas.
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2.3 Déficit hidrico

Estresses abioticos desempenham importante papel na determinacéo da distribuicédo de
diferentes espécies de plantas em distintos tipos de ambientes. Os efeitos resultantes do
estresse abiotico em ambientes naturais e agricolas estdo ganhando atencdo cada vez mais,
devido aos impactos resultantes das mudangas climaticas sobre os padrdes de precipitacéo e
temperaturas extremas. Regides aridas e semiéridas do mundo, como o Nordeste brasileiro,
enfrentam problemas com precipitagdes irregulares (Oliveira et al., 2011). Como estratégias
para mecanismo de defesa a estresses, as plantas percebem as tensées do ambiente e regulam
seu metabolismo por meio de processos bioldgicos, para lidar com esses estresses (Campelo
et al., 2015). Esses mecanismos incluem respostas morfoldgicas, fisioldgicas, anatdmicas e

bioquimicas.

A regulacdo do crescimento no apice radicular por meio de um sistema sensorial
também desempenha um importante papel na resposta adaptativa ao estresse hidrico. O
alongamento de raizes secundarias, bem como de pelos radiculares, tem sido descrito como
uma resposta adaptativa das plantas em condicdes de baixo potencial hidrico. Em condi¢6es
de estresse hidrico moderado é possivel verificar o aumento no crescimento da raiz ao
contrario da parte aérea, a qual pode apresentar reducédo significativa do seu crescimento em
decorréncia da reducdo na disponibilidade de agua (Silva et al., 2017; Aidar et al., 2015;

Pezzopane et al., 2015; Ajithkumar & Panneerselvam, 2014).

As folhas também podem apresentar algumas mudancgas morfolégicas frente ao déficit
hidrico, como a reducdo da éarea foliar e maior producdo de cera cuticular, visando a
diminuicdo da perda de agua (Silveira et al., 2016). Além disso, a senescéncia e abscisdo
foliar, ocasionado pela influéncia do &cido abscisico (ABA), é um mecanismo adotado por
algumas espécies para sobreviver em periodos mais secos, cuja a disponibilidade de agua do
solo é baixa, ocasionando uma redugdo no metabolismo da planta (Planchet et al., 2014).

No que diz respeito aos pigmentos fotossintéticos, a capacidade de manter niveis
adequados de clorofila, provavelmente esté relacionada a tolerancia e eficiéncia fotossintética
de plantas em condi¢des ambientais adversas, onde essas respostas podem estar atreladas a
atividade de enzimas envolvidas na biossintese de clorofila, ou estratégias que reduzem a
degradacédo desses pigmentos, evitando assim, a reducdo dos niveis de clorofila em condi¢es
de estresse (Ashraf e Harris, 2013). Enquanto que os carotenoides, conhecidos como

pigmentos acessorios, sdo importantes na protecdo dos aparelhos fotossintéticos contra 0s
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danos oxidativos causados pelo estresse (Wahid, 2007), sendo suas maiores concentracoes,

em condicdes de déficit hidrico, um indicador de gendtipos tolerantes (Silva et al., 2014).

A taxa fotossintética é reduzida nos periodos secos, devido, dentre os outros fatores, a
reducdo da absorcéo de CO-, ocasionado pelo fechamento estomatico, e por danos causados
nos fotossistemas (Silva et al., 2017; Yi et al., 2016). Plantas consideradas tolerantes
apresentam rapida recuperacdo quando o agente estressor é suprimido (Gorai et al., 2015).

Outro processo metabolico que pode ser influenciado pelo déficit hidrico é a
fotorrespiracdo. A atividade fotorrespiratoria envolve a atividade de trés organelas:
cloroplasto, peroxissomos e mitocondrias. Esse processo se da pela atividade da oxigenase da
Ribulose - 1,5-bifosfato (Rubisco), no cloroplasto, produzindo 2-fosfoglicolato que é
direcionado aos peroxissomos para o inicio do processo de recuperacdo do carbono perdido
pela atividade oxigenase. Na mitocondria ocorre a liberagdo de CO, como produto da
conversdo de duas moléculas de glicina em uma de serina, essa por sua vez, fard o caminho
inverso para regenerar o 3-fosfoglicerato que serd direcionado ao Ciclo de Calvin no
cloroplasto (Talbi et al., 2015; Zhang et al., 2016). Durante esse processo ocorre a oxidacao
de equivalentes redutores que podem atenuar a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) em condicgdes de estresse abidtico (Lima Neto et al., 2017; Eisenhut et al., 2017).
Além disso, nos peroxissomos ocorre a producao de peroxido de hidrogénio (H202), que em
baixas concentracdes atuam como moléculas sinalizadoras (Barbosa et al., 2014; Talbi et al.,
2015).

A suspensdo no crescimento de plantas submetidas a déficit hidrico esta correlacionado
a perda da turgescéncia celular (Dominghetti et al., 2016; Cerqueira et al., 2015; Afzal et al.,
2014), sendo o ajuste osmotico de extrema importancia para minimizar esse fato, através da
maior producdo e acimulo de agentes osmorreguladores (Chen & Murata, 2008; Szabados &
Savouré, 2010). Os agentes osmorreguladores podem ser de ordem inorganica, se destacando
fons de potassio (K*) e cloreto (CI), e/ou organica como carboidratos, sendo a sacarose a
mais abundante, proveniente da biossintese ou quebra do amido (Santelia e Lawson, 2016). O
alto teor desses compostos diminuem o potencial hidrico das folhas, acarretando uma maior

absorcdo de &gua, atenuando os efeitos do estresse hidrico (Cavatte et al., 2012).

A geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ocorre naturalmente durante os
processos metabolicos vitais para sobrevivéncia da planta, sendo suas concentracfes

controladas por moléculas antioxidantes, enziméticas e ndo-enziméticas (Karuppanapandian
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et al., 2012). Em baixas concentracfes, as ROS atuam como sinalizadores celulares, porém,
sob condicGes ambientais desfavoraveis, pode ocorrer um desequilibrio na producdo e
remocgdo dessas moléculas, desencadeando um tipo de estresse secundario, denominado
estresse oxidativo (Figura 2) (Barbosa et al., 2014). O alto teor de ROS pode causar danos
nas estruturas celulares e ocasionar a morte da planta (Gill e Tuteja, 2010). Um importante
mecanismo adotado pelas plantas ocorrentes em ambientes aridos é a eficiéncia do seu

aparato enzimatico, que minimizam os efeitos deletérios do acimulo dessas moléculas.

Célula hidratada — Equilibrio REDOX
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Figura 2. Esquema do status redox celular: (A) Células hidratadas apresentam equilibrio entre as espécies
reativas de oxigénio (ROS) e moléculas antioxidativas que as combatem, acarretando em um equilibrio redox;
(B) Células sob déficit hidrico apresentam um desequilibrio devido a maior producdo de ROS, causando um
desequilibrio redox (estresse oxidativo).

As estratégias para assegurar sistemas de conservacdo e manejo sustentavel de
espécies do semiarido, exigem o conhecimento de mecanismos morfofisiologicos e

bioquimicos desenvolvidos diante de estresses ambientais, como o déficit hidrico. Essas
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informacdes irdo auxiliar no planejamento de manutencdo da biodiversidade do bioma
(Albuquerqgue et. al., 2012).
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CAPITULO II

Respostas morfofisioldgicas e bioquimicas de Lippia gracilis (Verbenaceae) frente ao
déficit hidrico.
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Respostas morfofisiologicas e bioquimicas de Lippia gracilis (Verbenaceae) frente ao
déficit hidrico
RESUMO

No presente estudo, buscou-se investigar as respostas morfofisiologicas e bioquimicas da espécie
Lippia gracilis Schauer frente a condicdo de déficit hidrico. Plantas provenientes de estacas foram
submetidas a dois regimes hidricos, com e sem suspensdo de rega durante 15 dias e posteriormente
foram reidratadas por 10 dias. Durante os periodos sob regimes hidricos, foram realizadas analises
fisioldgicas, biométricas, bioquimicas e anatdbmicas. A condicdo de déficit hidrico afetou
negativamente o crescimento da parte aérea e da area foliar, com reducBes aproximadas de 60% e
50%, respectivamente, enquanto que o crescimento do sistema radicular foi estimulado pelo estresse
(aumento de 500%). A condicdo de seca ocasionou a redugdo dos parametros fisiologicos
(conduténcia estomatica - gs, transpiracdo - E, fotossintese liquida - A e teor relativo de agua foliar -
TRA), enquanto que a temperatura foliar e a razdo da concentracéo interna e externa de CO; (Ci/Ca)
aumentaram. Plantas submetidas ao estresse apresentaram maior eficiéncia intrinseca do uso da agua
no 10° dia de suspensdo (A/gs). Os teores de clorofila total, carotenoides e carboidratos sollveis,
foram aumentados no 10° e 15° dia de suspensdo hidrica. Os niveis de perdxido de hidrogénio (H20>),
proteinas e malondealdeido (MDA) foram elevados em plantas submetidas ao déficit hidrico no 15°
dia de suspensdo. Os niveis de H,O, nas plantas controle foram aumentados no 20° e 25° de
reidratacdo, acompanhados da ativacdo de algumas enzimas do sistema antioxidativo (SOD —
superoxido dismutase, CAT — catalase e APX — ascorbato peroxidase), enquanto que nas plantas sob
déficit hidrico a SOD aumentou sua atividade no 10° dia e a CAT no 10° e 15° dia sob estresse.
Plantas submetidas ao déficit hidrico apresentaram reducgdo da espessura do mesofilo, menores células
epidérmicas, reducdo dos espacos intercelulares, maior quantidade dos feixes vasculares, maior
lignificacdo das células xilematicas e modificagdo morfoldgica das células corticais. Na reidratacao,
as plantas submetidas ao déficit hidrico apresentaram recuperacdo em todas as varidveis analisadas.
Diante dos resultados, conclui-se que a répida recuperagdo dos parametros avaliados na espécie
estudada pode estar relacionada com a auséncia de danos irreversiveis nas estruturas celulares, devido
a eficiéncia do sistema antioxidativo e de processos metabdlicos envolvidos com a dissipa¢do do
excesso de energia em decorréncia do estresse hidrico imposto. Aliado a isso, outras estratégias
morfofisioldgicas importantes como o0 aumento no crescimento radicular, aumento na quantidade dos
feixes vasculares e reducdo da &rea foliar, proporcionaram maior eficiéncia na absor¢éo de agua do
solo e na manutencdo do contetdo hidrico celular em plantas de Lippia gracilis submetidas ao déficit

hidrico.

Palavras-chaves: Sistema antioxidativo; anatomia foliar; osmorregulacdo; trocas gasosas; pigmentos;

floresta tropical sazonal seca.
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1. Introducgéo

A Floresta Tropical Sazonal Seca (FTSS) brasileira, também conhecida como Caatinga,
cobre a maior parte do nordeste brasileiro, apresentando uma rica biodiversidade vegetal que
desempenha grande importancia em diversas atividades econdmicas do pais, especialmente
no ramo farmacéutico (Ministério do Meio Ambiente, 2014). A utilizacdo de plantas
medicinais é um héabito antigo da populagcdo mundial, sendo para muitas pessoas, a Unica

fonte de prevencao, tratamento e cura de muitas doencas (Silva, 2011).

Diversas espécies de plantas medicinais sdo encontradas na FTSS, chegando a compor
65,57% de sua vegetacdo total (Santos et al., 2008), dentre essas plantas medicinais,
destacam-se as da familia Verbenaceae, que compreendem 98 géneros e mais de 2.614
espécies distribuidas no mundo, dentre as quais muitas sdo exclusivamente brasileiras.
Espécies pertencentes a essa familia, principalmente as do género Lippia, apresentam notavel
atividade antimicrobiana, devido a constituicdo quimica, que na grande maioria apresenta
constituintes fenolicos (Moraes et al., 2017; Souza et al., 2017; Lima et al. 2013; Melo et al.
2013).

A espécie L. gracilis Schauer, é endémica do Nordeste brasileiro (Gomes, 2011;
Lorenzi, 2008) e suas folhas apresentam um odor forte e agradavel, caracterizado pela
presenca de 6leo essencial, armazenados e secretados por tricomas glandulares (Marinho et
al., 2011). As propriedades farmacéuticas resultantes do éleo essencial dessa espécie, devem-
se a presenca dos compostos timol e carvacrol (Trevisan et al., 2016; Bitu et al., 2015),
compostos majoritarios aos quais se atribui as ac¢fes antimicrobiana, antioxidante e de
atividade antitumoral (Cruz et al., 2013; Ferraz et al., 2013; Marreto et al., 2008).

A utilizacdo dos recursos naturais de forma indiscriminada, pelas industrias e
populacdo local, ameaca a preservacao de diversas espécies endémicas da FTSS (Silva et al.,
2015). Em 2014, o Ministério do Meio Ambiente estimou que 46% da area total da FTSS
brasileira tenha sido desmatada. Aliada a essa problematica, a localizacdo desse ecossistema
se da em um dominio de climas semiaridos e caracteriza-se pela irregularidade e baixa taxa
de precipitacdo pluvial, associada a elevada demanda evaporativa, o que limita a
produtividade das plantas (Silva et al., 2015). Neste aspecto, mecanismos adaptativos de
ordem morfoldgica, fisioldgica, anatdmica e bioquimica foram desenvolvidos pelas plantas

para tolerar fatores abioticos adversos.
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A deficiéncia hidrica promove uma condicdo estressante que provoca alteracdes
metabolicas nas plantas, gerando diferentes respostas, tais como: aumento do sistema
radicular, proporcionando a maior eficiéncia na absor¢cdo de agua em periodos secos
(Ajithkumar & Panneerselvam, 2014); mudancas na dindmica de abertura e fechamento dos
estdmatos, ocasionando reducdo das taxas transpiratorias e fotossinteticas (Yi et al., 2016;
Cerqueira et al., 2015); producdo e acumulo de compostos osmorreguladores, como 0s
carboidratos soluveis, importantes no processo da manuntencdo da turgescéncia celular,
devido a reducdo do potencial hidrico da célula (Dominghetti et al, 2015; Cavatte et al.,
2012). Além disso, algumas respostas anatdmicas, tais como a reducdo da espessura do
mesofilo e aumento no crescimento nos feixes vasculares das folhas sdo observados em
plantas submetidas a condicGes de déficit hidrico (Silva et al., 2017). Ademais, a eficiéncia
do sistema antioxidativo enzimatico, frente a elevada producdo de espécies reativas de
oxigénio decorrente de estresses abioticos, € um importante mecanismo bioguimico para

manutencdo da homeostase redox e sobrevivéncia da planta (Barbosa et al., 2014).

Frente ao exposto, objetivou-se nesse trabalho compreender 0s mecanismos
morfofisioldgicos e bioguimicos adotados por L. gracilis frente a irregularidade hidrica, bem
como suas estratégias de adaptacdo que permite a sobrevivéncia em seu habitat natural, de
forma que possibilite informacdes que possam ser utilizadas em programas de melhoramento

genético de plantas.

2. Materiais e métodos

2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado em casa-de-vegetacdo do Departamento de Quimica, na
area de Quimica Agricola da Universidade Federal Rural de Pernambuco, nos meses de
fevereiro e marco de 2017. Durante o periodo do experimento o déficit de pressdo de vapor

(DPV) (fig. 1) foi calculado baseado nos dados de temperatura e umidade coletados.
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Fig. 1. Déficit de pressdo de vapor (DPV) obtido no periodo do experimento (Fevereiro e Margo/2017).

2.2 Material vegetal

Inicialmente 100 estacas lenhosas retiradas da regido mediana de plantas adultas de L.
gracilis, provenientes do Municipio de Mossord, pertencente ao Estado do Rio Grande do
Norte, medindo aproximadamente 25 cm, tiveram suas bases imersas em agua durante 24
horas, e posteriormente foram transferidas para uma solucdo de acido indol-3-butirico (IBA)
na concentragdo de 1,5 mg L™, onde permaneceram durante 10 minutos. Apds esse
tratamento, as estacas foram plantadas em sacos de polietileno com capacidade para 15 litros
contendo uma mistura de areia lavada e esterco de caprino curtido, na propor¢do de 2:1,
respectivamente. Dois meses apds o plantio das estacas, as plantas foram submetidas a dois
diferentes tratamentos hidricos: com irrigacdo (80% da capacidade de pote/saco) e suspensao
total da rega, durante 15 dias. Apds esse periodo, as plantas foram reidratadas durante 10
dias. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, perfazendo 2 regimes
hidricos (com irrigacdo e suspensao total de rega), contendo 50 repeticdes por tratamento.
Durante o experimento foram realizadas andlises biométricas, fisioldgicas, bioguimicas e

anatdbmicas.

2.3 AvaliacOes Biométricas

A producdo de biomassa seca da parte aérea e da raiz foi medida com o auxilio da
balanga analitica. A secagem foi realizada em estufa de aeracdo forcada a 65°C. Para
obtencdo da taxa de crescimento relativo (TCR) do sistema radicular e da parte aerea foi

utilizada a formula abaixo:
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logW?2 — logW1
R =—n—a

Onde W> e W1 séo os pesos do periodo analisado (d2) e o dia 0 (d1), respectivamente.

Para determinacdo da area foliar (AF) foram coletadas folhas jovens totalmente
expandidas no primeiro dia (dia O - zero), ao 15° e 25° dia do experimento e posteriormente

foram digitalizadas para mensuragéo através do software ImageJ.

2.4 Analises Fisioldgicas

Para analisar o teor relativo da agua (TRA) discos foliares foram coletados a cada
cinco dias durante os 25 dias do experimento e pesados para obtencdo do peso fresco (Pf), em
seguida foram hidratados em placas de Petri com papel de filtro embebido por cerca de 24
horas e ap0s esse periodo foi obtido o peso tdrgido (Pt), depois disso os discos foram secos

em estufa para obtencéo do peso seco (Ps). O TRA foi obtido através da formula:

TRA = Ps 100
“Pt—ps *

Os paré@metros de trocas gasosas (Condutancia estomatica - gs, transpiracdo - E e
fotossintese liquida — A, Temperatura foliar - °C, razdo de concentracdo interna e externa de
CO:- - Ci/Ca, eficiéncia do uso da dgua — A/E e eficiéncia intrinseca do uso da agua — A/gs)
foram realizados entre o periodo das 9h as 10h em folhas completamente expandidas do
terceiro ramo, através de um analisador de gas a infravermelho (IRGA - Infrared Gas
Analizer) modelo 6400 (Li-COR, Lincoln, NE, USA).

2.5 Analises Bioquimicas
2.5.1 Teores de pigmentos e carboidratos sollveis totais

O teor de clorofila total (a e b) e carotenoides foram determinados segundo Bezerra
Neto e Barreto (2011) com modificacdes. Aproximadamente 0,2 g de amostra de folhas
foram triturados em presenca de acetona (80%). Os extratos foram filtrados, usando uma tela
de néilon fina, para baldo volumétrico de 25 mL. Uma aliquota de 10mL do filtrado foi
centrifugado por 10 minutos a 2.000g. Em seguida as leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 645 nm e 663 nm para as clorofilas b e a,

respectivamente. A leitura para quantificacdo de carotenoides foi realizada a 470 nm. Foram
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calculados os teores de clorofila a e b e carotenoides na amostra vegetal através de equacdes
e os resultados foram expressos em g.kg™ massa fresca.

A determinacdo analitica de carboidratos sollveis foi realizada pelo método da
antrona, conforme descrito Yemm e Willis (1954). Foram utilizados 0,250g de amostra
vegetal para o preparo do extrato utilizando 20 mL de etanol a 80%. O material permaneceu
sob agitacdo por 30 minutos e em seguida foi filtrado em tela de nailon de malha fina. O
volume do filtrado foi completado para 50 mL utilizando agua destilada. Em tubos de ensaio
foram pipetados 200uL do extrato que foram mantidos em banho de gelo. Posteriormente
foram adicionados 2 mL do reagente especifico (antrona), homogeneizados e novamente
imersos em banho de gelo. Posteriormente os tubos foram transferidos para banho-maria
regulado a 100°C onde permaneceram por 10 minutos para o desenvolvimento da cor.
Novamente os tubos foram transferidos para banho de gelo e a leitura foi realizada em

espectrofotdometro a 620 nm. Os resultados foram expressos em g.kg™* massa fresca.

2.5.2 Concentracdo de perdxido de hidrogénio (H202) e determinacdo de peroxidacdo
lipidica (MDA)

O teor de H20> foi determinado de acordo com o0 método de Loreto e Velikava (2001). As
amostras frescas foram maceradas com &cido tricloroacético (TCA) 0,1%, na relacdo de 1
9/10 mL (w:v) e posteriormente centrifugadas a 10.000g por 5 min, a 4°C. Do sobrenadante,
retiraram-se 200 uL ao qual foram adicionados 200 puL de tampao fosfato de potassio 100
mM (pH 7,5) e 800 uL de solucdo 1 M de iodeto de potassio. As amostras permaneceram em
gelo e no escuro, durante uma hora. Apoés este periodo, as amostras foram retiradas do gelo e
mantidas em temperatura ambiente para estabilizacdo da reacdo, e em seguida, foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro a 390 nm. A leitura foi realizada a 390 nm em

espectrofotdmetro e os resultados expressos em pmol g* MF.

A peroxidacdo lipidica foi determinada de acordo com Heath e Packer (1968), com
modifica¢Oes. A reacdo foi determinada através da producéo de MDA, um metabolito reativo
ao acido 2-tiobarbitdrico (TBA). Amostras biologicas foram maceradas em TCA 0,1% na
proporcdo de 1 g/10 de tampéo, juntamente com 20% de PVPP (polivinilpolipirrolidona). O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000g durante 5 min a 4°C e em seguida recolhido
250uL do sobrenadante e ejetados em tubos criogénicos contendo 1 mL de solugédo de acido
tiobarbiturico (0,5%) e acido tricloroacético (20%). A mistura foi mantida em banho-maria a
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95°C durante 30 min e em seguida, passou por rapido resfriamento por 10 min. Antes da
leitura em espectrofotémetro, as amostras foram centrifugadas por mais 10 min a 10.000g. As

leituras foram realizadas a 535 e 600 nm e os resultados foram expressos em nmol g* MF.

2.5.3 Andlise de enzimas antioxidativas

Amostras congeladas foram maceradas e homogeneizadas com tampdo fosfato de
potéassio 100 mM (pH 7,5), 1 mM de EDTA (acido etilenodiaminotetracético), 3 mM de DL-
ditiotreitol e 20% de PVPP sob temperatura de - 4°C na relacdo de 1 g/3 mL (w:v) (Azevedo
et al., 1998). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000g durante 30 min e o sobrenadante
separado em aliquotas e armazenado a -20°C até a determinacdo das atividades enzimaticas.

A concentracdo das proteinas totais foi determinada segundo o método de Bradford (1976).

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada conforme proposto por
Gianolitis e Reis (1977), com modificacdes. Por esse método, é determinada a inibicdo da
reducdo do NBT (nitro blue tetrazolium) pelo extrato enzimatico, evitando assim a formacéo
do cromoforo formazana. A solucéo de reacdo (3 mL) foi constituida de 85 mM de tampéo
fosfato (pH 7,8), 75 uM de NBT, 5 uM riboflavina, 13 mM de metionina, 0,1 mM EDTA e
50 pl de extrato enzimatico. A solugdo foi adicionada em tubos de vidro e irradiada com luz
branca (lampada fluorescente de 15 W) por 5 min. Apos esse periodo de exposicao, a solucdo
foi analisada por espectrofotdmetro a 560 nm. Uma unidade foi definida como a quantidade
de enzima que inibe em 50% a formacdo de formazana por grama de proteina, com resultados

expressos em U/mg de proteina. A leitura foi realizada em espectrofotébmetro a 595 nm.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi executada conforme descrito por
Nakano e Asada (1981). O meio de reagdo composto por 650 uL de tampao fosfato de
potassio 80 mM, pH 7,5, 100 puL de ascorbato 5 mM, 100 uL de EDTA 1 M, 100 uL de H20>
1 mM e 50 pL do extrato protéico. A atividade da APX foi determinada pelo monitoramento
da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a 30°C, durante 60 segundos, em
espectrofotdmetro. A atividade foi calculada a partir do coeficiente de extingdo molar para o

ascorbato (2,8 mM™cm™) e a atividade especifica foi dada em pmol min™ mg™ proteina.

A atividade da CAT foi determinada segundo Havir e Mchale (1987) com
modificagcdes, conforme Azevedo et al. (1998). Em solucdo contendo 1 mL de tampéo fosfato
de potassio 100 mM (pH 7,5) e 25 pL de peroxido de hidrogénio (H.02) a 1 mM.
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Primariamente foi adicionado 25 pL do extrato proteico, onde a atividade enzimatica foi
determinada seguindo a decomposi¢éo do H202 por 60 segundos, através das alteragdes a 240
nm, sob temperatura de 25°C, em espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em
pmol/mg de proteinas/min, considerando que uma unidade de catalase decompde 1 pmol de

H>02 por mg de proteina em 1 minuto a pH 7,5.

2.6 Anélises anatomicas

Para avaliacdo anatdmica do mesofilo e da nervura central, laminas da regido mediana
da folha foram confeccionadas a partir de material vegetal fixado em solucdo de FAA 70
(Sass, 1951). As amostras foram desidratadas em uma série etilica (Johansen, 1940),
infiltradas e incluidas em parafina e seccionadas transversalmente em micrétomo rotativo,
cujas seccOes obtidas com 8um foram coradas com safranina e azul de Alcian (Bukatsch,

1972). Os cortes foram analisados em microscopico éptico.

2.7 Andlise estatistica
Os dados quantitativos do experimento foram submetidos ao teste T ao nivel de 5% de

probabilidade pelo Programa R.

3. Resultados
3.1 AvaliacBes Biométricas

Plantas sob suspensdo hidrica apresentaram maior crescimento relativo (TCR) do
sistema radicular tendo um aumento de aproximadamente 500% na sua biomassa (fig. 2C e
tabela 1), enquanto que o TCR da parte aérea foi afetado negativamente entre 0 5° e 15° dia
de suspensdo hidrica, com reducdo de aproximadamente 60%, demonstrando inicio de
recuperacdo no 25° dia (periodo de reidratacdo), triplicando sua producdo de biomassa (fig.
2D e tabela 1) quando comparadas com plantas com irrigacdo continua, as quais
apresentaram um crescimento continuo e proporcional da parte area e raiz (fig. 3A e 3B;
tabela 1). Outra variavel afetada pela escassez hidrica foi a area foliar, em que plantas sob
condicdo de estresse, apresentaram reducdo da area foliar (~ 50%), mas no periodo de
reidratacdo apresentou rapida recuperacdo, enquanto que plantas controle apresentaram
incremento na area foliar aos 15 dias (~ 50%) e reducédo no 25° dia (~ 60%) (tabela 2).
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Fig. 2. Plantas de Lippia gracilis: (A e B) irrigadas aos 15 e 25 dias, respectivamente; (C e D) submetidas ao
déficit hidrico, no 15° de suspensdo da irrigagdo e na reidratacdo aos 25 dias, respectivamente. Barra: 10 cm.

Tabela 1. Taxa de crescimento relativo (TCR) da parte area (P.A.) e da raiz de Lippia gracilis Schauer no 5° dia
(exposigdo ao déficit hidrico), 15° dia (periodo maximo de exposicdo ao déficit hidrico) e 25° dia (reidratacédo).
Os valores representam a média de trés repeticoes. As letras indicam diferencas entre os tratamentos hidricos
nos diferentes tempos avaliados.

TCRP.A. TCR RAIZ

(9.9 dia™) (9.9 dia™)
Periodo Controle Estresse Controle Estresse
0-5° 0,045a 0,048 a 0,035hb 0,059 a
50-15° 0,074 a 0,020 b 0,099 b 0,302 a
15° - 25° 0,135a 0,077 b 0,176 a 0,037 b
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Tabela 2. Area foliar de Lippia gracilis Schauer avaliada no dia 0 (zero) (antes da exposicéo ao déficit hidrico);
15° dia (periodo maximo de exposicdo ao déficit hidrico) e 25° dia (periodo de reidratacdo). Os valores
representam a média de trés repeticBes. As letras indicam diferencas entre os tratamentos hidricos nos diferentes
tempos avaliados.

AREA FOLIAR (cm?)

Dia(s) Controle Estresse
0 23,64 a 22,81a
15° 35,54 a 10,83 b
25° 21,34 a 21,92 a

3.2 Avaliac0es Fisiologicas

A condi¢do de déficit hidrico resultou na reducdo da condutancia estomatica (gs),
consequentemente um declinio na taxa de transpiracdo (E), fotossintese liquida (A) e teor
relativo de agua na folha (TRA) (fig. 3A, B, C e D). A temperatura foliar e a razdo de
concentragdo interna e externa de CO> (Ci/Ca) foi aumentada em plantas sob déficit hidrico
no 10° e 15° dia de suspensdo hidrica (fig 3E e F). A eficiéncia do uso intrinseco da &gua
(A/gs) aumentou em plantas estressadas no 10° dia de suspensdo hidrica, reduzindo,
posteriormente, até o 15° dia (fig 3G). Apesar do estresse hidrico imposto durante 15 dias ter
proporcionado a murcha das folhas (Fig. 2C), foi observado a recuperacdo da turgescéncia
em algumas horas (~ 12 horas) ap0s a reidratacdo. No geral, durante o periodo de reidratacao
o0s parametros avaliados retornaram ao nivel do controle, demonstrando assim, que a espécie
estudada apresenta uma rapida recuperacdo dos parametros fisioldgicos frente ao déficit

hidrico no periodo avaliado.
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DIA 20 DIA 25
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DIA 20 DIA 25

Reidratagdo

DIAO DIAS DIA 10 DIA 15 DIA 20 DIA 25
Controle Estresse

Fig. 3. A - Condutancia estomaética (gs); B - Transpiracdo (E); C - Fotossintese liquida (A); D - Teor relativo de
agua na folha (TRA); E — Temperatura (°C) foliar; F - Razdo da concentragdo interna e externa de CO; (Ci/Ca);
G - Eficiéncia do uso intrisico da agua (A/gs) em plantas de Lippia gracilis Schauer submetidas a dois regimes
hidricos: com rega (controle) e suspensao total da irrigagdo (estresse). Os valores representam a média de trés
repeti¢des. As letras indicam diferencgas entre os tratamentos hidricos nos diferentes tempos avaliados.
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3.3.1 Teores de pigmentos e carboidratos soluveis totais
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A producdo dos pigmentos: clorofilas totais e carotenoides, foi maior em plantas

submetidas ao déficit hidrico no 10° (~ 62% e 65%, respectivamente) e 15° dia (~ 75% e

95%, respectivamente) e, posteriormente, foi reduzida ao nivel de plantas controle na

reidratacdo (fig. 4 A e B). Resultados semelhantes foram observados para o teor de

carboidratos soluveis totais, com aumento de aproximadamente 98% no 10° dia e 128% no
15° (fig. 4 C).
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Fig. 4. A - Teores de carboidratos solGveis totais; B - Clorofila total; C - Carotenoides em plantas de Lippia
gracilis Schauer submetidas a dois regimes hidricos: com rega (controle) e suspensdo total da irrigacdo
(estresse). Os valores representam a média de trés repeticfes. As letras indicam diferencas entre os tratamentos
hidricos nos diferentes tempos avaliados.
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3.3.2 Concentragdo de peroxido de hidrogénio (H20:) e determinacdo de peroxidagio
lipidica (MDA)

A producdo de peroxido de hidrogénio (H202) e malondialdeido (MDA) foram
acentuadas em plantas submetidas ao déficit hidrico aos 15 dias de suspensdo de rega, com
aumento de aproximadamente 232% e 38%, respectivamente (fig. 5 A e B), enquanto que as
plantas irrigadas apresentaram um crescimento linear gradativo de H20: a partir do 10° dia do
experimento. Os teores de H>O, e MDA foram atenuados no periodo de reidratacdo em

plantas submetidas ao déficit hidrico (fig. 5A e 5B).
3.3.3 Anélise de enzimas antioxidativas

O sistema enzimatico antioxidante, representado pela atividade da superdxido
dismutase (SOD), da ascorbato peroxidase (APX) e da catalase (CAT), apresentou diferencas
significativas nas respostas em funcdo do tempo de exposicdo ao déficit hidrico (fig. C, D e
E). Nas plantas analisadas no 10° dia de estresse, foram observados incrementos
significativos na atividade da SOD (~ 156%), geradora de H20O2, 0 que sugere presenca de
radical superdxido. Para a catalase (CAT) esse incremento no combate as ROS foi observado
no 10° e 15° dia de suspensdo hidrica (~ 120% e 138%, respectivamente). Ja a atividade da
ascorbato peroxidase (APX) ndo teve sua atividade influenciada pelo déficit hidrico. Em
contrapartida, um comportamento marcante foi observado nas plantas controle, em que o
sistema antioxidativo enzimatico (SOD, CAT e APX) ganhou evidéncia no 20° e 25° dia do
experimento (fig. 5C, 5D e 5E).

O teor de proteinas soltveis foi aumentado em plantas submetidas ao déficit hidrico
no maximo periodo de restricdo hidrica (~ 118%), posteriormente atenuado no periodo de
reidratacdo, enquanto que plantas controle tiveram uma reducdo gradativa de proteinas a
partir do 10° dia (fig. 5F).
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Fig. 5. A - Teores de perédxido de hidrogénio (H202); B - Malondealdeido (MDA); C - Atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD); D - Catalase (CAT); E - Ascorbato peroxidase (APX); F - Teor de proteinas
soliveis em plantas de Lippia gracilis Schauer submetidas a dois regimes hidricos: com rega (controle) e
suspensdo total da irrigacdo (estresse). Os valores representam a média de trés repeticdes. As letras indicam
diferengas entre os tratamentos hidricos nos diferentes tempos avaliados.

3.4 AvaliagOes anatdmicas

As folhas de plantas em condigdes de déficit hidrico apresentaram células epidérmicas

menores (fig. 6 D2), reducéo da espessura do mesofilo (fig. 6 C1) e menores espagos entre as

células parenquimaticas do mesofilo (fig. 6 D5) em comparacdo com folhas hidratadas (fig.

B2, Al e B5, respectivamente). Nao foram observadas diferencas morfologicas nas células do

mesofilo das folhas avaliadas, sendo ambas do tipo dorsiventral, apresentando células do
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parénquima palicadico na regido superior e do lacunoso na regido inferior (fig. 6 B3/4 e
D3/4).

Plantas submetidas ao estresse hidrico apresentaram maior investimento na
quantidade dos feixes vasculares centrais e acessorios (fig. 7 C2 e C3, respectivamente),
sendo observada uma maior lignificagdo do tecido xilematico, em comparacdo com folhas
hidratadas (fig. 7 A2 e A3, respectivamente). As células do parénquima cortical de folhas
hidratadas apresentaram morfologia arredondada e maiores espacos extracelulares (fig. 7 Al
e B4, respectivamente) em comparacdo com folhas de plantas submetidas ao regime hidrico,
as quais apresentaram células parenquimaticas adensadas, com morfologia alterada (fig. 7 C1
e D4). Observou-se ainda que a epiderme da face abaxial da nervura central das folhas

estressadas apresentou aspecto sinuoso (fig. 7 C5).

Apo6s 10 dias da reidratacdo, as células do mesofilo e da nervura central das plantas
submetidas ao estresse, recuperaram suas caracteristicas anatdmicas, assemelhando-se as
plantas sempre hidratadas (fig. 6 E/F e 7E/F).
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Fig. 6. Cortes transversais do mesofilo de folhas de plantas de Lippia gracilis Schauer submetidas a dois
regimes hidricos: (A e B) plantas sempre hidratadas; (C e D) Plantas submetidas ao déficit hidrico aos 15 dias de
suspensdo de rega; (E e F) plantas submetidas ao déficit hidrico apds 10 dias de reidratagdo. Caracteres
anatémicos: (1) espessura do mesofilo; (2) células epidérmicas na face adaxial; (3) parénquima palicadico; (4)
parénquima lacunoso; (5) espacos extracelulares. Barra: 50pm (A, Ce E) e 20 um (B, D e F).
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Fig. 7. Cortes transversais da nervura central de folhas de plantas de Lippia gracilis Schauer submetidas a dois
regimes hidricos: (A e B) plantas sempre hidratadas; (C e D) Plantas submetidas ao déficit hidrico aos 15 dias de
suspensdo de rega; (E e F) plantas submetidas ao déficit hidrico apos 10 dias de reidratagdo. Caracteres
anatdmicos: (1) células parenquiméticas; (2) feixe vascular central; (3) feixes vasculares acessorios; (4) espagos
extracelulares; (5) epiderme adaxial. Barra: 50 um (A, Ce E) e 20 um (B, D e F).
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4. Discussao

A escassez hidrica é um dos fatores de maior impacto que limita o crescimento e
desenvolvimento de diversas espécies de plantas, acarretando de imediato a perda da
turgescéncia celular (Dominghetti et al., 2016; Cerqueira et al., 2015; Afzal et al., 2014).
Nessas condicdes, as plantas tenderam a direcionar seus recursos para mecanismos voltados a
sua sobrevivéncia, como o0 maior desenvolvimento das raizes e a reducdo da &rea foliar,
importantes estratégias para aumentar a area de absor¢do no solo e reduzir a perda de agua
por transpiracdo, respectivamente, retardando o processo de desidratacdo celular (Silva-
Pinheiro et al., 2016; Aranda et al., 2015; Ajithkumar & Panneerselvam, 2014). A reducéo da
area foliar, pode ainda ter influenciado a fotossintese, limitando a produgdo de biomassa,
devido a queda na fixacdo de CO2 e na intercepcdo da luz, respectivamente (Silveira et al.,
2016).

A auséncia de danos causados pelo estresse hidrico no sistema radicular de plantas
submetidas ao estresse, associado ao baixo potencial hidrico foliar ocasionado pela producgéo
e aclmulo de osmorreguladores, como carboidratos soltveis (fig. 4C), podem ter
influenciado na rapida recuperacdo da turgescéncia na Lippia gracilis. A recuperacdo da
turgescéncia proporciona o restabelecimento dos parametros fisiolégicos, que por sua vez
influenciam positivamente na recuperacao das variaveis de crescimento, como observado na
TCR da parte aérea das plantas submetidas ao déficit hidrico no periodo de reidratacédo, ao
25° dia (tabela 1). Moléculas osmorreguladoras sao responsaveis pela dinamica da abertura e
fechamento dos estdmatos, devido & reducdo do potencial hidrico celular (Anjum et al.,
2017). Dentre essas moléculas destacam-se os ions inorganicos, potassio (K*) e cloreto (CI"),
além de moléculas organicas como carboidratos, sendo a sacarose a mais abundante (Santelia
e Lawson, 2016).

Nas plantas, o aglcar € utilizado no metabolismo relacionado ao crescimento,
significando fornecimento de energia mediante o processo de oxidacao bioldgica, bem como
esqueleto carbénico. Em condigdes de estresse hidrico no experimento, a elevagdo do teor de
carboidratos pode refletir um acumulo de osmorreguladores para minimizar os efeitos de
estresse, promovendo a reducdo do potencial hidrico celular a nivel do solo, retardando a
desidratacéo celular e atenuando os efeitos nocivos do estresse hidrico (Roxana et al., 2014).
Esses compostos podem ter sido acumulados devido ao aumento na sua biossintese ou pela

degradacdo de moléculas maiores, como amido (Santelia e Lawson, 2016). Resultados
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semelhantes quanto ao aumento no teor de carboidratos foi observado por Dianat et al. (2016)

em Lippia citriodora em condi¢édo de estresse hidrico.

A reducdo das medidas de trocas gasosas € bem documentada quando se trata de
déficit hidrico (Silva et al., 2017; Yi et al., 2016; Cerqueira et al., 2015; Gorai et al., 2015;
Tatagiba et al., 2015; Anjum et al., 2011; Wang et al., 2010). O déficit hidrico no solo induz
0 aumento na sintese do acido abscisico (ABA) ocasionando o fechamento estomatico,
visando a reducdo da taxa transpiratdria, reduzindo assim, a perda de agua e por outro lado
limita o fluxo de entrada de CO2 no mesofilo, o que influencia negativamente a fotossintese
(Silveira et al., 2016; Savchenko et al., 2014). O aumento da concentracédo interna de CO2 em
plantas em condi¢cdes de déficit hidrico (fig. 3 F) pode ter ocorrido devido as alteracdes
morfoldgicas nas células do mesofilo, como observado na reducdo dos espacos intercelulares
nas células do parénquima palicadico e lacunoso (fig. 6 D), que impossibilitam a circulacdo e
0 uso desse gas na fotossintese. Além disso, 0 aumento da atividade fotorrespiratéria e da
respiracdo celular também podem contribuir para esse resultado. A reducdo da transpiracao
pode acarretar a diminuigéo do resfriamento foliar e no aumento da temperatura foliar (Pinto
et al., 2014), esse ultimo atrelado ao aumento de Ci/Ca, incremento nos teores de peroxido de
hidrogénio (H20.) e aumento da atividade da catalase em plantas submetidas ao déficit
hidrico (fig. 5A e D, respectivamente) pode indicar a atividade fotorrespiratoria ( Eisenhut et
al., 2017; Voss et al., 2013).

Por muito tempo a fotorrespiracdo foi considerada um processo deletério no
metabolismo vegetal, porém vérios estudos veem demonstrando sua importancia na
dissipacdo do excesso de energia em plantas submetidas ao déficit hidrico (Lima Neto et al.,
2017; Eisenhut et al., 2017; Zhang et al., 2016). Esse processo promove a utilizacdo de
equivalentes redutores e, consequentemente, liberacdo de moléculas oxidadas, atenuando,
assim, a producdo excedente de ROS (Eisenhut et al., 2017; Voss et al., 2013). Outro
mecanismo fotoprotetor é a atuacdo de moléculas antioxidativas de ordem ndo enzimatica,
como os carotenoides, que além de desempenharem fungdes importantes no processo
fotossintético, atuam também no controle da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Barbosa et al., 2014). Esses pigmentos dissipam 0 excesso energia luminosa em
forma de calor, evitando a formagédo de moléculas instaveis, como o oxigénio singleto (*Oy),
atenuando os danos deletérios nos cloroplastos (Tian at al., 2016; Das and Roychoudhury,
2014). Além disso, a sintese do acido abscisico (ABA) tem como precursor um carotenoide

intermediario, sendo em condi¢cdes de seca severa, esses pigmentos podem ser convertidos
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nesse fitoregulador (Du et al., 2013), que desencadeara o processo de abscisao das folhas, que
constitui uma importante estratégia de plantas caracteristicas de ambientes aridos e

semiéaridos (Sabino et al., 2016).

O aumento na producao e acumulo de carotenoides, aliado aos indicios da ativacéo da
fotorrespiracdo, podem ter auxiliado na conservacéo estrutural e funcional dos fotossistemas,
proporcionando uma recuperagdo rapida das taxas fotossintéticas (Yi et al.,, 2016),
evidenciando auséncia de danos no aparato fotoquimico da Lippia gracilis. Apds a
reidratacdo, a rapida recuperacdo das taxas fotossintéticas de Ephedra alata sub sp. Alenda
(espécie xerofita) foi considerada uma importante estratégia de sobrevivéncia em ambientes
aridos (Gorai et al., 2015).

A eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) observada em plantas em condicdes de
déficit hidrico no 10° dia de suspensdo de rega demonstra a eficiéncia fotossintética dessas
plantas em condi¢Ges de reduzida condutancia estomética causada pelo déficit hidrico
imposto. Esse resultado também pode estar relacionado com o aumento do teor de clorofilas
totais e carotenoides apresentado por essas plantas, pois a capacidade de aumentar a sintese
desses pigmentos influencia positivamente na manutencdo da atividade fotossintética, sendo
considerada uma varidvel importante na determinacdo de gendtipos tolerantes em condicGes
de estresse moderado (Lakra et al., 2015; Shahbazi, 2015; Sankar et al., 2013).

O incremento no teor do malondialdeido (MDA), produto da peroxidacdo de acidos
graxos polinsaturados de biomembranas, € um importante biomarcador de estresse oxidativo
(Anjum et al., 2011). O acumulo consistente no teor de MDA, foi detectado em tecidos de
plantas sob déficit hidrico no maximo periodo de restricdo hidrica e foi acompanhado de
elevagdes significativas de H>O.. No entanto, houve auséncia de incremento da atividade da
SOD, que atua na dismutacdo do radical superéxido (*O2) gerando peroxido de hidrogénio
(H202), ou seja, esse aumento no teor de H.O. observado no tecido das plantas, aos 15 dias,
pode ser proveniente de outros processos metabolicos, como a fotorrespiracao, beta-oxidacao
dos acidos graxos e acdo de enzimas peroxidases presentes na parede celular (Barbosa et al.,
2014). Esse quadro também sugere a formacdo de outras moléculas oxidantes responsaveis
pela peroxidacéo lipidica, como o radical hidroxila ((OH), logo, apesar do H>O2 ndo participar
diretamente da peroxidacdo lipidica, sua reagdo com ions ferrosos (Fe?*) acarretam na
formacdo do -OH, responsavel, juntamente com o oxigénio singleto (*0,), pela degradacéo
dos lipideos de membrana (Sewelam et al, 2016; Gil e Tuteja, 2010). Os Fe?* séo produtos da
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reducéo do Fe3* pelo "0z, sendo, portanto, a atuagcdo da SOD um importante mecanismo que

previne a formacao de -OH (Gil e Tuteja, 2010).

Apesar desse quadro observado no periodo de maximo estresse, ndo houve danos
irreversiveis a nivel celular, pois no periodo da reidratacdo ocorreu uma rapida recuperagdo
da turgescéncia e dos demais parametros avaliados, demonstrando a eficiéncia das plantas na
prevencdo de danos maiores nas estruturas celulares. O elevado teor de proteinas observado
em plantas submetidas a condi¢é@o de déficit hidrico no maximo periodo de restri¢cdo hidrica
sugere a capacidade dessas plantas de reprogramacéo e biossintese de proteinas responsaveis
pela regulacdo mais efetiva nos mecanismos sensores que desencadeiam organizagdo e
sincronia da maquinaria metabolica, garantindo assim um eficiente desempenho frente a

adversidade imposta pelo estresse hidrico.

A atividade coordenada da SOD, CAT e APX, que se encontram distribuidas em
diferentes compartimentos celulares, pode assegurar a eliminacdo efetiva de moléculas
oxidativas nas células das plantas controles no 20° e 25° dia, evitando a difusdo de H>O>
atraveés das membranas para outros locais e inducdo de alteracdes oxidativas em diversas
moléculas bioldgicas (Shi et al, 2015). Adequacdes no metabolismo antioxidativo que resulta
em homeostase redox € comprovado pelos niveis controlados de MDA, entretanto, 0 aumento
na atividade das enzimas associado a reducdo da area foliar (tabela 2) e os elevacdo dos
niveis de H20- sdo indicativos da presenca de um possivel agente limitante para as plantas,
atribuido aqui ao espaco fisico do vaso de cultivo. Neste aspecto, as plantas com rega
continua apresentaram um elevado crescimento da aérea em comparagdo com as plantas
submetidas ao déficit hidrico no 25° dia (fig. 2), 0 que sugere gque essas plantas apresentavam
intensa atividade transpiratoria foliar, demandando uma maior quantidade de agua a ser

absorvida e a consequente necessidade de uma maior eficiéncia do sistema radicular.

Quanto as avaliacBes anatdmicas, as modificagcdes morfoldgicas observadas nas
celulas epidérmicas e do parénquima cortical de folhas estressadas, bem como a reducdo da
espessura do mesofilo e dos espacos intercelulares (fig. 6 e 7) estdo relacionadas com a
reducdo do conteudo hidrico celular. A perda de agua nas células ocasiona o encolhimento do
protoplasto e o afrouxamento das paredes celulares, proporcionando a modificacdo da
morfologia celular. O processo descrito também é aplicavel para o crescimento foliar que
também ¢ afetado pela reducdo da disponibilidade hidrica, conforme observado em plantas
submetidas ao estresse no presente estudo (tabela 2).
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As caracteristicas acima descritas sdo similares aquelas observadas em espécies
ocorrentes em regides aridas e semiaridas, que apresentam caracteres morfoldgicos, também
denominado xeromorficos, baseado em dois tipos de estratégias frente ao déficit hidrico: a
primeira estd relacionada com estruturas que proporcionam a reducdo das taxas de
transpiracdo e fotossintese, enquanto que a segunda estratégia visa aprimorar esses dois
processos (Fahn and Cutler, 1992). Dentro desse contexto, a reducdo dos espacos entre as
celulas parenquimaticas do mesofilo (fig. 6 D) pode ser considerada uma alternativa para
reduzir a transpiracdo e garantir uma maior eficiéncia do uso da agua (Silva et al., 2017;
Chartzoulakis et al., 2002).

Outro caracter xeromorfico que estd relacionado com a maior sobrevivéncia de
espécies vegetais em ambientes secos € o maior investimento na quantidade dos feixes
vasculares (Aou-ouad et al., 2017; Torres-Ruiz et al., 2017). Esse resultado, observado em
plantas estressadas no presente estudo (fig. 7 C), pode estar relacionado com o aumento na
eficiéncia da conducdo de &gua, além da reducdo da ocorréncia de cavitacdo e formacdo de
embolia (Silva et al.,2017; Pinto et al., 2012; Ewers et al., 2007). Resultado semelhante foi
observado por Silva et al. (2017) em Styrax ferrugineus, onde os autores atribuiram a maior

ocorréncia de vasos com a sobrevivéncia dessa espécie em periodos de seca.

A auséncia de células de suporte nas folhas como esclereides ou fibras, pode
ocasionar o colapso dos tecidos foliares em decorréncia da desidratacdo das células. Esse
processo pode ser atenuado pela maior lignificacdo das células do xilema, observada em
folhas desidratadas (fig. 7 C). As células do xilema dos feixes vasculares centrais e acessorios
(fig. 7C) atuam como colunas estruturais evitando o adensamento das células
parenquimaticas e, consequentemente, o colapso das células da folha em condicdes de déficit

hidrico.

A recuperacdo de turgescéncia das células do mesofilo e da nervura central de folhas
estressadas no periodo de reidratacdo (fig. 6 E/F e 7 E/F), associada a recuperacdo dos
parametros fisiologicos e bioquimicos avaliados demonstram a toleréncia de Lippia gracilis
frente ao déficit hidrico imposto. De forma geral, partes das respostas foram reguladas na
selecdo de vias alternativas em que a taxa de fotossintese, respiragdo celular e a taxa de
crescimento foram ajustadas, concomitante com a sintese de proteinas, ativacdo de algumas

molécuas antioxidativas enzimaticas e ndo enzimaticas, ajuste osmatico, atraves do acimulo
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de carboidratos soluveis, e eficiéncia na absorcdo e translocacdo da agua, evidenciado pelo

maior crescimento do distema radicular e maior nimero de feixes vasculares.

5. Conclustes

O aumento na producdo de raizes, maior quantidade e lignificacdo dos feixes
vasculares e a reducdo da area foliar, atrelada ao incremento nos teores de moléculas
osmorreguladoras, como carboidratos soluveis, demonstram ser importantes estratégias na
dindmica de absorcdo de agua do solo e na manutencdo do conteddo hidrico celular em

plantas de Lippia gracilis submetidas ao déficit hidrico moderado.

Processos metabdlicos relacionados com a dissipacdo do excesso de energia, como a
acdo dos carotenoides, aliado a eficiéncia do sistema antioxidativo enzimatico, proporcionam
a conservacdo das estruturas celulares, acarretando na rapida recuperacdo da turgescéncia
celular no periodo de reidratagdo e, posteriormente, recuperacdo dos parametros fisioldgicos
e de crescimento, sendo essas, importantes estratégias de sobrevivéncia adotadas por Lippia
gracilis frente ao déficit hidrico imposto.
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