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RESUMO 
 

No presente estudo, buscou-se investigar as respostas morfofisiológicas e bioquímicas da espécie 

Lippia gracilis Schauer frente à condição de déficit hídrico. Plantas provenientes de estacas foram 

submetidas a dois regimes hídricos, com e sem suspensão de rega durante 15 dias e posteriormente 

foram reidratadas por 10 dias. Durante os períodos sob regimes hídricos, foram realizadas análises 

fisiológicas, biométricas, bioquímicas e anatômicas. A condição de déficit hídrico afetou 

negativamente o crescimento da parte aérea e da área foliar, com reduções aproximadas de 60% e 

50%, respectivamente, enquanto que o crescimento do sistema radicular foi estimulado pelo estresse 

(aumento de 500%). A condição de seca ocasionou a redução dos parâmetros fisiológicos 

(condutância estomática - gs, transpiração - E, fotossíntese líquida - A e teor relativo de água foliar - 

TRA), enquanto que a temperatura foliar e a razão da concentração interna e externa de CO2 (Ci/Ca) 

aumentaram. Plantas submetidas ao estresse apresentaram maior eficiência intrínseca do uso da água 

no 10º dia de suspensão (A/gs). Os teores de clorofila total, carotenoides e carboidratos solúveis, 

foram aumentados no 10º e 15º dia de suspensão hídrica. Os níveis de peróxido de hidrogênio (H2O2), 

proteínas e malondealdeído (MDA) foram elevados em plantas submetidas ao déficit hídrico no 15º 

dia de suspensão. Os níveis de H2O2 nas plantas controle foram aumentados no 20º e 25º de 

reidratação, acompanhados da ativação de algumas enzimas do sistema antioxidativo (SOD – 

superóxido dismutase, CAT – catalase e APX – ascorbato peroxidase), enquanto que nas plantas sob 

déficit hídrico a SOD aumentou sua atividade no 10º dia e a CAT no 10º e 15º dia sob estresse. 

Plantas submetidas ao déficit hídrico apresentaram redução da espessura do mesofilo, menores células 

epidérmicas, redução dos espaços intercelulares, maior quantidade dos feixes vasculares, maior 

lignificação das células xilemáticas e modificação morfológica das células corticais. Na reidratação, 

as plantas submetidas ao déficit hídrico apresentaram recuperação em todas as variáveis analisadas. 

Diante dos resultados, conclui-se que a rápida recuperação dos parâmetros avaliados na espécie 

estudada pode estar relacionada com a ausência de danos irreversíveis nas estruturas celulares, devido 

a eficiência do sistema antioxidativo e de processos metabólicos envolvidos com a dissipação do 

excesso de energia em decorrência do estresse hídrico imposto. Aliado a isso, outras estratégias 

morfofisiológicas importantes como o aumento no crescimento radicular, aumento na quantidade dos 

feixes vasculares e redução da área foliar, proporcionaram maior eficiência na absorção de água do 

solo e na manutenção do conteúdo hídrico celular em plantas de Lippia gracilis submetidas ao déficit 

hídrico.  

Palavras-chaves: Sistema antioxidativo; anatomia foliar; osmorregulação; 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 CO2 

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 (H2O2), proteins, and malondialdehyde (MDA) were high in plants on the 15th day of water 

deficit. The levels of H2O2 in the control plants increased on the 20th and 25th 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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CAPITULO I 

 

INTRODUÇÃO GERAL E REVISÃO DE LITERATURA 



1. Introdução Geral 
 

A Floresta Tropical Sazonal Seca (FTSS) brasileira, também conhecida como 

Caatinga, cobre basicamente o semiárido brasileiro e apresenta uma rica biodiversidade 

vegetal que contribui para economia do país, principalmente nos ramos farmacêuticos e da 

construção civil (Santos et al., 2008). A utilização indiscriminada dos recursos vegetais pelas 

indústrias e comunidades locais, compromete a conservação de espécies únicas, ou seja, que 

só ocorrem nesse tipo de floresta (Nobre, 2011). Segundo o Ministério do Meio Ambiente, 

estima-se que 46% da área total da Caatinga foi degradada, evidenciando a importância de 

estudos voltados para conversação de espécies da fauna e flora desse ecossistema. Aliada a 

essa problemática, o semiárido brasileiro apresenta características climáticas peculiares, tais 

como reduzida e variável precipitação, elevadas temperaturas e baixas taxas de umidade, que 

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

A espécie Lippia gracilis Schauer pertence à família Verbenaceae e se destaca por 

apresentar propriedades medicinais devido aos compostos fenólicos presentes em seu óleo 

essencial armazenado e secretado pelos seus tricomas glandulares (Lima et al. 2013; Melo et al. 

2013; Marinho et al., 2011). O óleo essencial extraído de suas folhas apresenta atividade 

antimicrobiana, antioxidante e antitumoral (Marreto et al., 2008; Cruz et al., 2013; Ferraz et al., 2013). 

Essa espécie é endêmica da Caatinda, ocorrendo nos Estados da Bahia, Ceará, Maranhão, 

Paraíba, Sergipe, Piauí (Lorenzi e Matos, 2002), no semiárido do Estado de Pernambuco e em 

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

A água é um dos recursos de maior importância na vida vegetal, e um dos mais 

limitantes. As plantas, como organismos sésseis, são impossibilitados de evadir das ameaças 

ambientais, portanto, desenvolveram estratégias adaptativas de defesa e enfrentamento aos 

fatores bióticos e abióticos. Esses mecanismos podem ser de ordem morfológica, fisiológica, 

anatômica e bioquímica (Zargar et al., 2017; Yi et al., 2016; Barcia et al., 2014; Cavatte et al., 

2012). Algumas plantas sob condições de déficit hídrico, podem apresentar o aumento do 

sistema radicular para ampliar a área de absorção de água do solo, bem como uma diminuição 

da área foliar para reduzir as taxas transpiratórias (Ajithkumar & Panneerselvam, 2014). 

Associados a esses fatores, as plantas podem elevar a produção de substâncias conhecidas 

como osmorreguladoras, que são de extrema importância no processo da manuntenção da  

turgescência celular em situações de deficiência hídrica (Cavatte et al., 2012; Dominghetti et 

al, 2015). Além disso, a eficiência do sistema antioxidativo enzimático e não enzimático, 
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frente à elevada produção de espécies reativas de oxigênio decorrente de estresse, é um 

importante mecanismo bioquímico para manutenção da homeostase redox e sobrevivência da 

planta (Barbosa et al., 2014). 

Diante do exposto, compreender mecanismos morfofisiológicos e bioquímicos 

adotados por Lippia gracilis Schauer frente à irregularidade hídrica, elucidará algumas 

estratégias de adaptação que permite a sobrevivência em seu habitat natural, oferecendo 

informações que possam ser utilizadas em programas de melhoramento genético de plantas.   
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2. Revisão de Literatura 
 

2.1 Floresta Tropical Sazonal Seca Brasileira 

 

A região de Floresta Tropical Sazonal Seca (FTSS) brasileira, também conhecida como  

Caatinga, ocupa uma área de 844.453 Km2, o equivalente a 11% do território nacional, 

englobando os seguintes Estados: Alagoas, Bahia, Ceará, Maranhão, Pernambuco, Paraíba, 

Rio Grande do Norte, Piauí, Sergipe e o Norte de Minas Gerais (Ministério do Meio 

Ambiente, 2014). Essa região apresenta uma ampla diversidade quando comparada com 

outras regiões áridas do mundo, apresentando diversas espécies únicas, ou seja, não 

ocorrentes em nenhuma outra parte do planeta (Silva et al., 2015). Apesar da sua importância 

no cenário social e ambiental, pouco mais de 8% dessa floresta estão protegidos por unidades 

de conservação federal e apenas 1,4% em unidades de conservação de Proteção Integral 

(Mittermeier & Scarano, 2013). 

Os estudos acerca dos impactos das mudanças climáticas sobre a estabilidade dos 

biomas no Brasil, mostram mudanças significativas na vegetação do semiárido do Nordeste 

brasileiro. O alto grau de degradação dessas regiões, sinaliza que a Caatinga está entre os 

ecossistemas mais vulneráveis devido ao cenário de aumento das temperaturas globais e 

redução da precipitação, o que coloca a região Nordeste do Brasil em alerta, devido ao risco 

considerado de extinção 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 distribuídas em 126 famílias, das quais 

318 espécies (18 gêneros e 42 famílias) são endêmicas desse ecossistema (Flora do Brasil, 

2018; Giulietti et al., 2002). Essa biodiversidade ampara diversas atividades econômicas do 

país, especialmente nos ramos farmacêutico, cosmético, químico, construção civil e de 

alimentos. Cerca de 27 milhões de pessoas vivem nessa floresta, a maioria carente de amparo 

financeiro e dependente dos recursos desse bioma para sobreviver. Apesar da sua 

importância, a FTSS tem sido desmatada de forma acelerada, principalmente nos últimos 

anos, chegando a 46% de desmatamento, devido principalmente ao consumo de lenha nativa, 

explorada de forma ilegal e insustentável, para fins domésticos e indústrias, ao sobrepastoreio 

e a conversão de áreas para pastagens e agricultura (Ministério do Meio Ambiente, 2014). 

Estima-se de que 65,57% da vegetação da FTSS apresente propriedades medicinais (Santos et 
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al., 2008), as quais são utilizadas pelas populações e indústrias de maneira exploratória e não 

renovável (Silva et al., 2012).  

As plantas consideradas medicinais são aquelas que apresentam compostos químicos 

proveniente do seu metabolismo primário e/ou secundário que desempenha alguma função na 

profilaxia e/ou cura de doenças. Atualmente, o uso de produtos naturais vem ganhando 

destaque no tratamento da saúde humana e animal, pois podem apresentar substâncias 

bioativas contra parasitos, micro-organismos e enfermidades de outra natureza, sem causar 

prejuízos ao meio ambiente, além de serem menos agressivos à saúde do homem, no que se 

refere aos resíduos farmacológicos e de agrotóxicos 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 terapêutico das espécies nativas da FTSS, 

o interesse crescente da indústria farmacêutica na obtenção de fitoterápicos e a necessidade 

da realização de pesquisas voltadas a sua conservação, no ano de 2006, o Governo Federal 

estabeleceu a Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos, que busca ressaltar a 

importância da pesquisa nesta área, como forma de garantir à população brasileira o acesso 

seguro e o uso racional de plantas medicinais e os fitoterápicos por elas produzidos, além de 

promover o uso sustentável da biodiversidade e o desenvolvimento da cadeia produtiva e da 

indústria nacional (Ministério da Saúde, 2006). 

 

2.2 Lippia gracilis Schauer 

 

A família Verbeneaceae compreende aproximadamente 2.614 espécies distribuídas em 

98 gêneros no mundo, dos quais 49 gêneros e 476 espécies ocorrem no Brasil (Salimena et 

al., 2015). Na região nordeste estima-se a ocorrência de 37 espécies, se destacando as do 

gênero Lippia. Esse gênero, cujo nome é uma homenagem ao botânico italiano Lippi, é 

representado por ervas, arbustos e pequenas árvores que são frequentemente aromáticas, em 

decorrência da presença de óleos essenciais, e estão distribuídas na América Central e do Sul 

e territórios da África Central (Cruz, 2013; Lorenzi e Matos, 2002). O gênero Lippia 

apresenta aproximadamente 200 espécies, das quais 108 ocorrem no Brasil, sendo 12 delas 

ocorrentes na região Nordeste (Salimena et al., 2015). 
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A Lippia gracilis Schauer (Figura 1), pertencente à família Verbenaceae, 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 Saúde (Ferreira et al., 

1998). Recentemente essa espécie foi considerada por O’Leray et al. (2012), juntamente com 

outras três espécies (Lippia dumetorum Herzog, Lippia hickenii Tronc. e Lippia laxibracteata 

Herzog), como sinônimo de Lippia grata.  

Trata-se de uma espécie endêmica 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 aromáticas, flores de coloração branca (Matos et al., 2004) e frutos contendo 

sementes com reduzido índice de germinação, sendo encontrada nos Estados da Bahia, Ceará, 

Maranhão, Paraíba, Sergipe, Piauí (Lorenzi e Matos, 2002), no semiárido do Estado de 

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

 

Figura 1. Planta de Lippia gracilis Schauer do acervo da Universidade Estadual do Rio Grande do Norte 

(UERN), localizada no município de Mossoró.  
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As folhas de L. gracilis apresentam propriedades químicas e farmacêuticas 

significativas na atividade antimicrobiana (Fernandes et al., 2015; Albuquerque et al, 2006.), 

devido aos compostos químicos 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 óleo essencial, que são 

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

O óleo de L. gracilis vem sendo usado topicamente em dermatoses, infecções 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 família Fabaceae 

especialmente o feijão (Phaseolus vulgaris), provocando perdas consideráveis na produção 

durante o armazenamento. Outra espécie de inseto onde se observou a atividade inseticida do 

óleo essencial da Lippia gracilis foi Diaphania hyalinata, inseto responsável pela redução 

produtiva de espécies alimentícias como melão (Cucumis melo) e pepino (Cucumis sativus) 

(Melo et al., 2018). Também foi observada a eficácia no controle in vitro de larvas e fêmeas 

ingurgitadas de Rhipicephalus microplus (carrapato de boi) (Cruz et al., 2013), bem como 

atividades moluscida e antioxidante (Lima et al., 2008). A ação anticancerígena do óleo 

essencial de L. gracilis foi observada em ensaios in vitro da proliferação 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 citotóxica 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 hídrico apresentaram reduzida variação dos 

constituintes químicos em comparação com plantas hidratadas, demonstrando rusticidade na 

composição química dos seus óleos essenciais. Porém são escassos trabalhos voltados na 

identificação dos mecanismos adaptativos à condição de déficit hídrico da referida espécie.  

Diante da importância medicinal da L. gracilis, aliada a intensa exploração para fins 

terapêuticos (Souza et al., 2012), faz-se necessário identificar mecanismos de tolerância a 

ambiente com baixo índice de precipitação, para elucidar algumas estratégias de adaptação 

que permite a sobrevivência dessa espécie em seu habitat natural, oferecendo informações 

que possam ser utilizadas em programas de melhoramento genético de plantas.   
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2.3 Déficit hídrico 

 

Estresses abióticos desempenham importante papel na determinação da distribuição de 

diferentes espécies de plantas em distintos tipos de ambientes. Os efeitos resultantes do 

estresse abiótico em ambientes naturais e agrícolas estão ganhando atenção cada vez mais, 

devido aos impactos resultantes das mudanças climáticas sobre os padrões de precipitação e 

temperaturas extremas. Regiões áridas e semiáridas do mundo, como o Nordeste brasileiro, 

enfrentam problemas com precipitações irregulares (Oliveira et al., 2011). Como estratégias 

para mecanismo de defesa a estresses, as plantas percebem as tensões do ambiente e regulam 

seu metabolismo por meio de processos biológicos, para lidar com esses estresses (Campelo 

et al., 2015). Esses mecanismos incluem respostas morfológicas, fisiológicas, anatômicas e  

bioquímicas. 

A regulação do crescimento no ápice radicular por meio de um sistema sensorial 

também desempenha um importante papel na resposta adaptativa ao estresse hídrico. O 

alongamento de raízes secundárias, bem como de pelos radiculares, tem sido descrito como 

uma resposta adaptativa das plantas em condições de baixo potencial hídrico. Em condições 

de estresse hídrico moderado é possível verificar o aumento no crescimento da raiz ao 

contrário da parte aérea, a qual pode apresentar redução significativa do seu crescimento em 

decorrência da redução na disponibilidade de água (Silva et al., 2017; Aidar et al., 2015; 

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

As folhas também podem apresentar algumas mudanças morfológicas frente ao déficit 

hídrico, como a redução da área foliar e maior produção de cera cuticular, visando a 

diminuição da perda de água (Silveira et al., 2016). Além disso, a senescência e abscisão 

foliar, ocasionado pela influência do ácido abscísico (ABA), é um mecanismo adotado por 

algumas espécies para sobreviver em períodos mais secos, cuja a disponibilidade de água do 

solo é baixa, ocasionando uma redução no metabolismo da planta (Planchet et al., 2014).    

No que diz respeito aos pigmentos fotossintéticos, a capacidade de manter níveis 

adequados de clorofila, provavelmente está relacionada à tolerância e eficiência fotossintética 

de plantas em condições ambientais adversas, onde essas respostas podem estar atreladas à 

atividade de enzimas envolvidas na biossíntese de clorofila, ou estratégias que reduzem a 

degradação desses pigmentos, evitando assim, a redução dos níveis de clorofila em condições 

de estresse (Ashraf e Harris, 2013). Enquanto que os carotenoides, conhecidos como 

pigmentos acessórios, são importantes na proteção dos aparelhos fotossintéticos contra os 
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danos oxidativos causados pelo estresse (Wahid, 2007), sendo suas maiores concentrações, 

em condições de déficit hídrico, um indicador de genótipos tolerantes (Silva et al., 2014).  

A taxa fotossintética é reduzida nos períodos secos, devido, dentre os outros fatores, a 

redução da absorção de CO2, ocasionado pelo fechamento estomático, e por danos causados 

nos fotossistemas (Silva et al., 2017; Yi et al., 2016). Plantas consideradas tolerantes 

apresentam rápida recuperação quando o agente estressor é suprimido (Gorai et al., 2015). 

Outro processo metabólico que pode ser influenciado pelo déficit hídrico é a 

fotorrespiração. A atividade fotorrespiratória envolve a atividade de três organelas: 

cloroplasto, peroxissomos e mitocôndrias. Esse processo se dá pela atividade da oxigenase da 

Ribulose - 1,5-bifosfato (Rubisco), no cloroplasto, produzindo 2–fosfoglicolato que é 

direcionado aos peroxissomos para o início do processo de recuperação do carbono perdido 

pela atividade oxigenase. Na mitocôndria ocorre a liberação de CO2 como produto da 

conversão de duas moléculas de glicina em uma de serina, essa por sua vez, fará o caminho 

inverso para regenerar o 3–fosfoglicerato que será direcionado ao Ciclo de Calvin no 

cloroplasto (Talbi et al., 2015; Zhang et al., 2016). Durante esse processo ocorre a oxidação 

de equivalentes redutores que podem atenuar a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) em condições de estresse abiótico (Lima Neto et al., 2017; Eisenhut et al., 2017). 

Além disso, nos peroxissomos ocorre a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), que em 

baixas concentrações atuam como moléculas sinalizadoras (Barbosa et al., 2014; Talbi et al., 

2015).    

A suspensão no crescimento de plantas submetidas a déficit hídrico está correlacionado 

à perda da turgescência celular (Dominghetti et al., 2016; Cerqueira et al., 2015; Afzal et al., 

2014), sendo o ajuste osmótico de extrema importância para minimizar esse fato, através da 

maior produção e acúmulo de agentes osmorreguladores (Chen & Murata, 2008; Szabados & 

Savouré, 2010). Os agentes osmorreguladores podem ser de ordem inorgânica, se destacando 

íons de potássio (K+) e cloreto (Cl-), e/ou orgânica como carboidratos, sendo a sacarose a 

mais abundante, proveniente da biossíntese ou quebra do amido (Santelia e Lawson, 2016). O 

alto teor desses compostos diminuem o potencial hídrico das folhas, acarretando uma maior 

absorção de água, atenuando os efeitos do estresse hídrico (Cavatte et al., 2012).  

A geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) ocorre naturalmente durante os 

processos metabólicos vitais para sobrevivência da planta, sendo suas concentrações 

controladas por moléculas antioxidantes, enzimáticas e não-enzimáticas (Karuppanapandian 
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et al., 2012). Em baixas concentrações, as ROS atuam como sinalizadores celulares, porém, 

sob condições ambientais desfavoráveis, pode ocorrer um desequilíbrio na produção e 

remoção dessas moléculas, desencadeando um tipo de estresse secundário, 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 áridos é a eficiência do seu 

aparato enzimático, que minimizam os efeitos deletérios do acúmulo dessas moléculas. 

 

Figura 2. Esquema do status redox celular: (A) Células hidratadas apresentam equilíbrio entre as espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e moléculas antioxidativas que as combatem, acarretando em um equilíbrio redox; 

(B) Células sob déficit hídrico apresentam um desequilíbrio devido a maior produção de ROS, causando um 

desequilíbrio redox (estresse oxidativo).  

As estratégias para assegurar sistemas de conservação e manejo sustentável de 

espécies do semiárido, exigem o conhecimento de mecanismos morfofisiológicos e 

bioquímicos desenvolvidos diante de estresses ambientais, como o déficit hídrico. Essas 
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informações irão auxiliar no planejamento de manutenção da biodiversidade do bioma 

(Albuquerque et. al., 2012). 
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CAPÍTULO II 

 

Respostas morfofisiológicas e bioquímicas de Lippia gracilis (Verbenaceae) frente ao 

déficit hídrico. 
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Respostas morfofisiológicas e bioquímicas de Lippia gracilis (Verbenaceae) frente ao 34 

déficit hídrico 35 

RESUMO 36 

No presente estudo, buscou-se investigar as respostas morfofisiológicas e bioquímicas da espécie 37 

Lippia gracilis Schauer frente à condição de déficit hídrico. Plantas provenientes de estacas foram 38 

submetidas a dois regimes hídricos, com e sem suspensão de rega durante 15 dias e posteriormente 39 

foram reidratadas por 10 dias. Durante os períodos sob regimes hídricos, foram realizadas análises 40 

fisiológicas, biométricas, bioquímicas e anatômicas. A condição de déficit hídrico afetou 41 

negativamente o crescimento da parte aérea e da área foliar, com reduções aproximadas de 60% e 42 

50%, respectivamente, enquanto que o crescimento do sistema radicular foi estimulado pelo estresse 43 

(aumento de 500%). A condição de seca ocasionou a redução dos parâmetros fisiológicos 44 

(condutância estomática - gs, transpiração - E, fotossíntese líquida - A e teor relativo de água foliar - 45 

TRA), enquanto que a temperatura foliar e a razão da concentração interna e externa de CO2 (Ci/Ca) 46 

aumentaram. Plantas submetidas ao estresse apresentaram maior eficiência intrínseca do uso da água 47 

no 10º dia de suspensão (A/gs). Os teores de clorofila total, carotenoides e carboidratos solúveis, 48 

foram aumentados no 10º e 15º dia de suspensão hídrica. Os níveis de peróxido de hidrogênio (H2O2), 49 

proteínas e malondealdeído (MDA) foram elevados em plantas submetidas ao déficit hídrico no 15º 50 

dia de suspensão. Os níveis de H2O2 nas plantas controle foram aumentados no 20º e 25º de 51 

reidratação, acompanhados da ativação de algumas enzimas do sistema antioxidativo (SOD – 52 

superóxido dismutase, CAT – catalase e APX – ascorbato peroxidase), enquanto que nas plantas sob 53 

déficit hídrico a SOD aumentou sua atividade no 10º dia e a CAT no 10º e 15º dia sob estresse. 54 

Plantas submetidas ao déficit hídrico apresentaram redução da espessura do mesofilo, menores células 55 

epidérmicas, redução dos espaços intercelulares, maior quantidade dos feixes vasculares, maior 56 

lignificação das células xilemáticas e modificação morfológica das células corticais. Na reidratação, 57 

as plantas submetidas ao déficit hídrico apresentaram recuperação em todas as variáveis analisadas. 58 

Diante dos resultados, conclui-se que a rápida recuperação dos parâmetros avaliados na espécie 59 

estudada pode estar relacionada com a ausência de danos irreversíveis nas estruturas celulares, devido 60 

a eficiência do sistema antioxidativo e de processos metabólicos envolvidos com a dissipação do 61 

excesso de energia em decorrência do estresse hídrico imposto. Aliado a isso, outras estratégias 62 

morfofisiológicas importantes como o aumento no crescimento radicular, aumento na quantidade dos 63 

feixes vasculares e redução da área foliar, proporcionaram maior eficiência na absorção de água do 64 

solo e na manutenção do conteúdo hídrico celular em plantas de Lippia gracilis submetidas ao déficit 65 

hídrico.  66 

Palavras-chaves: Sistema antioxidativo; anatomia foliar; osmorregulação; trocas gasosas; pigmentos; 67 

floresta tropical sazonal seca. 68 
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1. Introdução 69 

A Floresta Tropical Sazonal Seca (FTSS) brasileira, também conhecida como Caatinga, 70 

cobre a maior parte do nordeste brasileiro, apresentando uma rica biodiversidade vegetal que 71 

desempenha grande importância em diversas atividades econômicas do país, especialmente 72 

no ramo farmacêutico (Ministério do Meio Ambiente, 2014). A utilização de plantas 73 

medicinais é um hábito antigo da população mundial, sendo para muitas pessoas, a única 74 

fonte de prevenção, tratamento e cura de muitas doenças (Silva, 2011).  75 

Diversas espécies de plantas medicinais são encontradas na FTSS, chegando a compor 76 

65,57% de sua vegetação total (Santos et al., 2008), dentre essas plantas medicinais, 77 

destacam-se as da família Verbenaceae, que compreendem 98 gêneros e mais de 2.614 78 

espécies distribuídas no mundo, dentre as quais muitas são exclusivamente brasileiras. 79 

Espécies pertencentes a essa família, principalmente as do gênero Lippia, apresentam notável 80 

atividade antimicrobiana, devido à constituição química, que na grande maioria apresenta 81 

constituintes fenólicos (Moraes et al., 2017; Souza et al., 2017; Lima et al. 2013; Melo et al. 82 

2013).  83 

A espécie L. gracilis Schauer, é endêmica do Nordeste brasileiro (Gomes, 2011; 84 

Lorenzi, 2008) e suas folhas apresentam um odor forte e agradável, caracterizado pela 85 

presença de óleo essencial, armazenados e secretados por tricomas glandulares (Marinho et 86 

al., 2011). As propriedades farmacêuticas resultantes do óleo essencial dessa espécie, devem-87 

se à presença dos compostos timol e carvacrol (Trevisan et al., 2016; Bitu et al., 2015), 88 

compostos majoritários aos quais se atribui as ações antimicrobiana, antioxidante e de 89 

atividade antitumoral (Cruz et al., 2013; Ferraz et al., 2013; Marreto et al., 2008). 90 

A utilização dos recursos naturais de forma indiscriminada, pelas indústrias e 91 

população local, ameaça a preservação de diversas espécies endêmicas da FTSS (Silva et al., 92 

2015). Em 2014, o Ministério do Meio Ambiente estimou que 46% da área total da FTSS 93 

brasileira tenha sido desmatada. Aliada a essa problemática, a localização desse ecossistema 94 

se dá em um domínio de climas semiáridos e caracteriza-se pela irregularidade e baixa taxa 95 

de precipitação pluvial, associada à elevada demanda evaporativa, o que limita a 96 

produtividade das plantas (Silva et al., 2015). Neste aspecto, mecanismos adaptativos de 97 

ordem morfológica, fisiológica, anatômica e bioquímica foram desenvolvidos pelas plantas 98 

para tolerar fatores abióticos adversos.  99 
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A deficiência hídrica promove uma condição estressante que provoca alterações 100 

metabólicas nas plantas, gerando diferentes respostas, tais como: aumento do sistema 101 

radicular, proporcionando a maior eficiência na absorção de água em períodos secos 102 

(Ajithkumar & Panneerselvam, 2014); mudanças na dinâmica de abertura e fechamento dos 103 

estômatos, ocasionando redução das taxas transpiratórias e fotossinteticas (Yi et al., 2016; 104 

Cerqueira et al., 2015); produção e acúmulo de compostos osmorreguladores, como os 105 

carboidratos solúveis, importantes no processo da manuntenção da  turgescência celular, 106 

devido a redução do potencial hídrico da célula (Dominghetti et al, 2015; Cavatte et al., 107 

2012). Além disso, algumas respostas anatômicas, tais como a redução da espessura do 108 

mesofilo e aumento no crescimento nos feixes vasculares das folhas são observados em 109 

plantas submetidas a condições de déficit hídrico (Silva et al., 2017).  Ademais, a eficiência 110 

do sistema antioxidativo enzimático, frente à elevada produção de espécies reativas de 111 

oxigênio decorrente de estresses abióticos, é um importante mecanismo bioquímico para 112 

manutenção da homeostase redox e sobrevivência da planta (Barbosa et al., 2014). 113 

Frente ao exposto, objetivou-se nesse trabalho compreender os mecanismos 114 

morfofisiológicos e bioquímicos adotados por L. gracilis frente à irregularidade hídrica, bem 115 

como suas estratégias de adaptação que permite a sobrevivência em seu habitat natural, de 116 

forma que possibilite informações que possam ser utilizadas em programas de melhoramento 117 

genético de plantas.  118 

 119 

2. Materiais e métodos 120 

 121 

2.1 Local do experimento 122 

O experimento foi realizado em casa-de-vegetação do Departamento de Química, na 123 

área de Química Agrícola da Universidade Federal Rural de Pernambuco, nos meses de 124 

fevereiro e março de 2017. Durante o período do experimento o déficit de pressão de vapor 125 

(DPV) (fig. 1) foi calculado baseado nos dados de temperatura e umidade coletados. 126 
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 127 

Fig. 1. Déficit de pressão de vapor (DPV) obtido no período do experimento (Fevereiro e Março/2017).  128 

 129 

2.2 Material vegetal 130 

Inicialmente 100 estacas lenhosas retiradas da região mediana de plantas adultas de L. 131 

gracilis, provenientes do Município de Mossoró, pertencente ao Estado do Rio Grande do 132 

Norte, medindo aproximadamente 25 cm, tiveram suas bases imersas em água durante 24 133 

horas, e posteriormente foram transferidas para uma solução de ácido indol-3-butírico (IBA) 134 

na concentração de 1,5 mg L-1, onde permaneceram durante 10 minutos. Após esse 135 

tratamento, as estacas foram plantadas em sacos de polietileno com capacidade para 15 litros 136 

contendo uma mistura de areia lavada e esterco de caprino curtido, na proporção de 2:1, 137 

respectivamente. Dois meses após o plantio das estacas, as plantas foram submetidas a dois 138 

diferentes tratamentos hídricos: com irrigação (80% da capacidade de pote/saco) e suspensão 139 

total da rega, durante 15 dias. Após esse período, as plantas foram reidratadas durante 10 140 

dias. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, perfazendo 2 regimes 141 

hídricos (com irrigação e suspensão total de rega), contendo 50 repetições por tratamento. 142 

Durante o experimento foram realizadas análises biométricas, fisiológicas, bioquímicas e 143 

anatômicas. 144 

 145 

2.3 Avaliações Biométricas  146 

A produção de biomassa seca da parte aérea e da raiz foi medida com o auxílio da 147 

balança analítica. A secagem foi realizada em estufa de aeração forçada a 65ºC. Para 148 

obtenção da taxa de crescimento relativo (TCR) do sistema radicular e da parte aérea foi 149 

utilizada a formula abaixo:  150 
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𝑇𝐶𝑅 =
𝑙𝑜𝑔𝑊2 − 𝑙𝑜𝑔𝑊1

𝑑2 − 𝑑1
  151 

Onde W2 e W1 são os pesos do período analisado (d2) e o dia 0 (d1), respectivamente.  152 

Para determinação da área foliar (AF) foram coletadas folhas jovens totalmente 153 

expandidas no primeiro dia (dia 0 - zero), ao 15º e 25º dia do experimento e posteriormente 154 

foram digitalizadas para mensuração através do software ImageJ.  155 

2.4 Análises Fisiológicas 156 

Para analisar o teor relativo da água (TRA) discos foliares foram coletados a cada 157 

cinco dias durante os 25 dias do experimento e pesados para obtenção do peso fresco (Pf), em 158 

seguida foram hidratados em placas de Petri com papel de filtro embebido por cerca de 24 159 

horas e após esse período foi obtido o peso túrgido (Pt), depois disso os discos foram secos 160 

em estufa para obtenção do peso seco (Ps). O TRA foi obtido através da fórmula:  161 

𝑇𝑅𝐴 =
𝑃𝑓 − 𝑃𝑠

𝑃𝑡 − 𝑃𝑠
 𝑥 100 162 

 163 

Os parâmetros de trocas gasosas (Condutância estomática - gs, transpiração - E e 164 

fotossíntese líquida – A, Temperatura foliar - oC, razão de concentração interna e externa de 165 

CO2 - Ci/Ca, eficiência do uso da água – A/E e eficiência intrínseca do uso da água – A/gs) 166 

foram realizados entre o período das 9h as 10h em folhas completamente expandidas do 167 

terceiro ramo, através de um analisador de gás a infravermelho (IRGA – Infrared Gas 168 

Analizer) modelo 6400 (Li-COR, Lincoln, NE, USA). 169 

2.5 Análises Bioquímicas 170 

2.5.1 Teores de pigmentos e carboidratos solúveis totais 171 

O teor de clorofila total (a e b) e carotenoides foram determinados segundo Bezerra 172 

Neto e Barreto (2011) com modificações. Aproximadamente 0,2 g de amostra de folhas 173 

foram triturados em presença de acetona (80%). Os extratos foram filtrados, usando uma tela 174 

de náilon fina, para balão volumétrico de 25 mL. Uma alíquota de 10mL do filtrado foi 175 

centrifugado por 10 minutos a 2.000g. Em seguida as leituras foram realizadas em 176 

espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 645 nm e 663 nm para as clorofilas b e a, 177 

respectivamente. A leitura para quantificação de carotenoides foi realizada a 470 nm. Foram 178 
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calculados os teores de clorofila a e b e carotenoides na amostra vegetal através de equações 179 

e os resultados foram expressos em g.kg-1 massa fresca. 180 

A determinação analítica de carboidratos solúveis foi realizada pelo método da 181 

antrona, conforme descrito Yemm e Willis (1954). Foram utilizados 0,250g de amostra 182 

vegetal para o preparo do extrato utilizando 20 mL de etanol a 80%. O material permaneceu 183 

sob agitação por 30 minutos e em seguida foi filtrado em tela de náilon de malha fina. O 184 

volume do filtrado foi completado para 50 mL utilizando água destilada. Em tubos de ensaio 185 

foram pipetados 200µL do extrato que foram mantidos em banho de gelo. Posteriormente 186 

foram adicionados 2 mL do reagente específico (antrona), homogeneizados e novamente 187 

imersos em banho de gelo. Posteriormente os tubos foram transferidos para banho-maria 188 

regulado a 100°C onde permaneceram por 10 minutos para o desenvolvimento da cor. 189 

Novamente os tubos foram transferidos para banho de gelo e a leitura foi realizada em 190 

espectrofotômetro a 620 nm. Os resultados foram expressos em g.kg-1 massa fresca. 191 

 192 

2.5.2 Concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) e determinação de peroxidação 193 

lipídica (MDA) 194 

O teor de H2O2 foi determinado de acordo com o método de Loreto e Velikava (2001). As 195 

amostras frescas foram maceradas com ácido tricloroacético (TCA) 0,1%, na relação de 1 196 

g/10 mL (w:v) e posteriormente centrifugadas a 10.000g por 5 min, a 4ºC. Do sobrenadante, 197 

retiraram-se 200 μL ao qual foram adicionados 200 μL de tampão fosfato de potássio 100 198 

mM (pH 7,5) e 800 μL de solução 1 M de iodeto de potássio. As amostras permaneceram em 199 

gelo e no escuro, durante uma hora. Após este período, as amostras foram retiradas do gelo e 200 

mantidas em temperatura ambiente para estabilização da reação, e em seguida, foi realizada a 201 

leitura em espectrofotômetro a 390 nm. A leitura foi realizada a 390 nm em 202 

espectrofotômetro e os resultados expressos em µmol g-1 MF. 203 

A peroxidação lipídica foi determinada de acordo com Heath e Packer (1968), com 204 

modificações. A reação foi determinada através da produção de MDA, um metabólito reativo 205 

ao ácido 2-tiobarbitúrico (TBA). Amostras biológicas foram maceradas em TCA 0,1% na 206 

proporção de 1 g/10 de tampão, juntamente com 20% de PVPP (polivinilpolipirrolidona). O 207 

homogeneizado foi centrifugado a 10.000g durante 5 min a 4ºC e em seguida recolhido 208 

250µL do sobrenadante e ejetados em tubos criogênicos contendo 1 mL de solução de ácido 209 

tiobarbitúrico (0,5%) e ácido tricloroacético (20%). A mistura foi mantida em banho-maria a 210 
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95ºC durante 30 min e em seguida, passou por rápido resfriamento por 10 min. Antes da 211 

leitura em espectrofotômetro, as amostras foram centrifugadas por mais 10 min a 10.000g. As 212 

leituras foram realizadas a 535 e 600 nm e os resultados foram expressos em nmol g-1 MF. 213 

 214 

2.5.3 Análise de enzimas antioxidativas  215 

Amostras congeladas foram maceradas e homogeneizadas com tampão fosfato de 216 

potássio 100 mM (pH 7,5), 1 mM de EDTA (ácido etilenodiaminotetracético), 3 mM de DL-217 

ditiotreitol e 20% de PVPP sob temperatura de - 4ºC na relação de 1 g/3 mL (w:v) (Azevedo 218 

et al., 1998). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000g durante 30 min e o sobrenadante 219 

separado em alíquotas e armazenado a -20ºC até a determinação das atividades enzimáticas. 220 

A concentração das proteínas totais foi determinada segundo o método de Bradford (1976). 221 

A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi determinada conforme proposto por 222 

Gianolitis e Reis (1977), com modificações. Por esse método, é determinada a inibição da 223 

redução do NBT (nitro blue tetrazolium) pelo extrato enzimático, evitando assim a formação 224 

do cromóforo formazana. A solução de reação (3 mL) foi constituída de 85 mM de tampão 225 

fosfato (pH 7,8), 75 μM de NBT, 5 μM riboflavina, 13 mM de metionina, 0,1 mM EDTA e 226 

50 μl de extrato enzimático. A solução foi adicionada em tubos de vidro e irradiada com luz 227 

branca (lâmpada fluorescente de 15 W) por 5 min. Após esse período de exposição, a solução 228 

foi analisada por espectrofotômetro a 560 nm.  Uma unidade foi definida como a quantidade 229 

de enzima que inibe em 50% a formação de formazana por grama de proteína, com resultados 230 

expressos em U/mg de proteína. A leitura foi realizada em espectrofotômetro a 595 nm.  231 

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi executada conforme descrito por 232 

Nakano e Asada (1981). O meio de reação composto por 650 μL de tampão fosfato de 233 

potássio 80 mM, pH 7,5, 100 μL de ascorbato 5 mM, 100 μL de EDTA 1 M, 100 μL de H2O2 234 

1 mM e 50 μL do extrato protéico. A atividade da APX foi determinada pelo monitoramento 235 

da taxa de oxidação do ascorbato a 290 nm, a 30ºC, durante 60 segundos, em 236 

espectrofotômetro. A atividade foi calculada a partir do coeficiente de extinção molar para o 237 

ascorbato (2,8 mM-1 cm-1) e a atividade específica foi dada em μmol min-1 mg-1 proteína.  238 

A atividade da CAT foi determinada segundo Havir e Mchale (1987) com 239 

modificações, conforme Azevedo et al. (1998). Em solução contendo 1 mL de tampão fosfato 240 

de potássio 100 mM (pH 7,5) e 25 µL de peróxido de hidrogênio (H2O2) a 1 mM. 241 
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Primariamente foi adicionado 25 µL do extrato proteico, onde a atividade enzimática foi 242 

determinada seguindo a decomposição do H2O2 por 60 segundos, através das alterações a 240 243 

nm, sob temperatura de 25ºC, em espectrofotômetro. Os resultados foram expressos em 244 

µmol/mg de proteínas/min, considerando que uma unidade de catalase decompõe 1 µmol de 245 

H2O2 por mg de proteína em 1 minuto a pH 7,5. 246 

2.6 Análises anatômicas 247 

 Para avaliação anatômica do mesofilo e da nervura central, lâminas da região mediana 248 

da folha foram confeccionadas a partir de material vegetal fixado em solução de FAA 70 249 

(Sass, 1951). As amostras foram desidratadas em uma série etílica (Johansen, 1940), 250 

infiltradas e incluídas em parafina e seccionadas transversalmente em micrótomo rotativo, 251 

cujas secções obtidas com 8µm foram coradas com safranina e azul de Alcian (Bukatsch, 252 

1972). Os cortes foram analisados em microscópico óptico.  253 

 254 

2.7 Análise estatística  255 

Os dados quantitativos do experimento foram submetidos ao teste T ao nível de 5% de 256 

probabilidade pelo Programa R.  257 

 258 

3. Resultados  259 

3.1 Avaliações Biométricas  260 

 Plantas sob suspensão hídrica apresentaram maior crescimento relativo (TCR) do 261 

sistema radicular tendo um aumento de aproximadamente 500% na sua biomassa (fig. 2C e 262 

tabela 1), enquanto que o TCR da parte aérea foi afetado negativamente entre o 5º e 15º dia 263 

de suspensão hídrica, com redução de aproximadamente 60%, demonstrando início de 264 

recuperação no 25º dia (período de reidratação), triplicando sua produção de biomassa (fig. 265 

2D e tabela 1) quando comparadas com plantas com irrigação contínua, as quais  266 

apresentaram um crescimento contínuo e proporcional da parte área e raiz (fig. 3A e 3B; 267 

tabela 1). Outra variável afetada pela escassez hídrica foi a área foliar, em que plantas sob 268 

condição de estresse, apresentaram redução da área foliar (~ 50%), mas no período de 269 

reidratação apresentou rápida recuperação, enquanto que plantas controle apresentaram 270 

incremento na área foliar aos 15 dias (~ 50%) e redução no 25° dia (~ 60%) (tabela 2).    271 
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 272 

Fig. 2. Plantas de Lippia gracilis: (A e B) irrigadas aos 15 e 25 dias, respectivamente; (C e D) submetidas ao 273 
déficit hídrico, no 15º de suspensão da irrigação e na reidratação aos 25 dias, respectivamente. Barra: 10 cm. 274 

 275 

Tabela 1. Taxa de crescimento relativo (TCR) da parte área (P.A.) e da raiz de Lippia gracilis Schauer no 5º dia 276 
(exposição ao déficit hídrico), 15º dia (período máximo de exposição ao déficit hídrico) e 25º dia (reidratação). 277 
Os valores representam a média de três repetições. As letras indicam diferenças entre os tratamentos hídricos 278 
nos diferentes tempos avaliados. 279 

 
TCR P.A.  

(g.g-1 dia−1) 

TCR RAIZ 

(g.g-1 dia−1) 

Período Controle Estresse Controle Estresse 

0 - 5º 0, 045 a 0,048 a 0, 035 b 0,059 a 

 5º - 15º 0,074 a 0,020 b 0,099 b 0,302 a 

15º - 25º 0,135 a 0,077 b 0,176 a 0,037 b 

 280 

 281 

 282 

 283 

 284 

 285 

 286 
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Tabela 2. Área foliar de Lippia gracilis Schauer avaliada no dia 0 (zero) (antes da exposição ao déficit hídrico); 287 
15º dia (período máximo de exposição ao déficit hídrico) e 25º dia (período de reidratação). Os valores 288 
representam a média de três repetições. As letras indicam diferenças entre os tratamentos hídricos nos diferentes 289 
tempos avaliados. 290 

ÁREA FOLIAR (cm2) 

Dia(s) Controle Estresse 

0 23,64 a 22,81 a 

15º 35,54 a 10,83 b 

25 º 21,34 a 21,92 a 

 291 

 292 

3.2 Avaliações Fisiológicas  293 

A condição de déficit hídrico resultou na redução da condutância estomática (gs), 294 

consequentemente um declínio na taxa de transpiração (E), fotossíntese líquida (A) e teor 295 

relativo de água na folha (TRA) (fig. 3A, B, C e D). A temperatura foliar e a razão de 296 

concentração interna e externa de CO2 (Ci/Ca) foi aumentada em plantas sob déficit hídrico 297 

no 10º e 15º dia de suspensão hídrica (fig 3E e F). A eficiência do uso intrínseco da água 298 

(A/gs) aumentou em plantas estressadas no 10º dia de suspensão hídrica, reduzindo, 299 

posteriormente, até o 15º dia (fig 3G). Apesar do estresse hídrico imposto durante 15 dias ter 300 

proporcionado a murcha das folhas (Fig. 2C), foi observado a recuperação da turgescência 301 

em algumas horas (~ 12 horas) após a reidratação. No geral, durante o período de reidratação 302 

os parâmetros avaliados retornaram ao nível do controle, demonstrando assim, que a espécie 303 

estudada apresenta uma rápida recuperação dos parâmetros fisiológicos frente ao déficit 304 

hídrico no período avaliado.          305 

       306 
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  307 

308 
     309 

Fig. 3. A - Condutância estomática (gs); B - Transpiração (E); C - Fotossíntese líquida (A); D - Teor relativo de 310 
água na folha (TRA); E – Temperatura (°C) foliar; F - Razão da concentração interna e externa de CO2 (Ci/Ca); 311 
G - Eficiência do uso intrísico da água (A/gs) em plantas de Lippia gracilis Schauer submetidas a dois regimes 312 
hídricos: com rega (controle) e suspensão total da irrigação (estresse). Os valores representam a média de três 313 
repetições. As letras indicam diferenças entre os tratamentos hídricos nos diferentes tempos avaliados. 314 

 315 
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3.3 Avaliações Bioquímicas  316 

3.3.1 Teores de pigmentos e carboidratos solúveis totais 317 

A produção dos pigmentos: clorofilas totais e carotenoides, foi maior em plantas 318 

submetidas ao déficit hídrico no 10º (~ 62% e 65%, respectivamente) e 15º dia (~ 75% e 319 

95%, respectivamente) e, posteriormente, foi reduzida ao nível de plantas controle na 320 

reidratação (fig. 4 A e B). Resultados semelhantes foram observados para o teor de 321 

carboidratos solúveis totais, com aumento de aproximadamente 98% no 10º dia e 128% no 322 

15º (fig. 4 C).  323 

 324 

 325 

Fig. 4. A - Teores de carboidratos solúveis totais; B - Clorofila total; C - Carotenoides em plantas de Lippia 326 
gracilis Schauer submetidas a dois regimes hídricos: com rega (controle) e suspensão total da irrigação 327 
(estresse). Os valores representam a média de três repetições. As letras indicam diferenças entre os tratamentos 328 
hídricos nos diferentes tempos avaliados. 329 

 330 

 331 

 332 

 333 

 334 
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3.3.2 Concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) e determinação de peroxidação 335 

lipídica (MDA) 336 

A produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e malondialdeído (MDA) foram 337 

acentuadas em plantas submetidas ao déficit hídrico aos 15 dias de suspensão de rega, com 338 

aumento de aproximadamente 232% e 38%, respectivamente (fig. 5 A e B), enquanto que as 339 

plantas irrigadas apresentaram um crescimento linear gradativo de H2O2 a partir do 10º dia do 340 

experimento. Os teores de H2O2 e MDA foram atenuados no período de reidratação em 341 

plantas submetidas ao déficit hídrico (fig. 5A e 5B). 342 

3.3.3 Análise de enzimas antioxidativas 343 

 O sistema enzimático antioxidante, representado pela atividade da superóxido 344 

dismutase (SOD), da ascorbato peroxidase (APX) e da catalase (CAT), apresentou diferenças 345 

significativas nas respostas em função do tempo de exposição ao déficit hídrico (fig. C, D e 346 

E). Nas plantas analisadas no 10º dia de estresse, foram observados incrementos 347 

significativos na atividade da SOD (~ 156%), geradora de H2O2, o que sugere presença de 348 

radical superóxido. Para a catalase (CAT) esse incremento no combate às ROS foi observado 349 

no 10º e 15º dia de suspensão hídrica (~ 120% e 138%, respectivamente). Já a atividade da 350 

ascorbato peroxidase (APX) não teve sua atividade influenciada pelo déficit hídrico. Em 351 

contrapartida, um comportamento marcante foi observado nas plantas controle, em que o 352 

sistema antioxidativo enzimático (SOD, CAT e APX) ganhou evidência no 20º e 25º dia do 353 

experimento (fig. 5C, 5D e 5E). 354 

O teor de proteínas solúveis foi aumentado em plantas submetidas ao déficit hídrico 355 

no máximo período de restrição hídrica (~ 118%), posteriormente atenuado no período de 356 

reidratação, enquanto que plantas controle tiveram uma redução gradativa de proteínas a 357 

partir do 10º dia (fig. 5F).    358 

 359 
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 360 

 Fig. 5. A - Teores de peróxido de hidrogênio (H2O2); B - Malondealdeído (MDA); C - Atividade das enzimas 361 
superóxido dismutase (SOD); D - Catalase (CAT); E - Ascorbato peroxidase (APX); F - Teor de proteínas 362 
solúveis em plantas de Lippia gracilis Schauer submetidas a dois regimes hídricos: com rega (controle) e 363 
suspensão total da irrigação (estresse). Os valores representam a média de três repetições. As letras indicam 364 
diferenças entre os tratamentos hídricos nos diferentes tempos avaliados.  365 

 366 

3.4 Avaliações anatômicas  367 

As folhas de plantas em condições de déficit hídrico apresentaram células epidérmicas 368 

menores (fig. 6 D2), redução da espessura do mesofilo (fig. 6 C1) e menores espaços entre as 369 

células parenquimáticas do mesofilo (fig. 6 D5) em comparação com folhas hidratadas (fig. 370 

B2, A1 e B5, respectivamente). Não foram observadas diferenças morfológicas nas células do 371 

mesofilo das folhas avaliadas, sendo ambas do tipo dorsiventral, apresentando células do 372 



55 
 

parênquima paliçádico na região superior e do lacunoso na região inferior (fig. 6 B3/4 e 373 

D3/4).  374 

Plantas submetidas ao estresse hídrico apresentaram maior investimento na 375 

quantidade dos feixes vasculares centrais e acessórios (fig. 7 C2 e C3, respectivamente), 376 

sendo observada uma maior lignificação do tecido xilemático, em comparação com folhas 377 

hidratadas (fig. 7 A2 e A3, respectivamente). As células do parênquima cortical de folhas 378 

hidratadas apresentaram morfologia arredondada e maiores espaços extracelulares (fig. 7 A1 379 

e B4, respectivamente) em comparação com folhas de plantas submetidas ao regime hídrico, 380 

as quais apresentaram células parenquimáticas adensadas, com morfologia alterada (fig. 7 C1 381 

e D4). Observou-se ainda que a epiderme da face abaxial da nervura central das folhas 382 

estressadas apresentou aspecto sinuoso (fig. 7 C5).   383 

Após 10 dias da reidratação, as células do mesofilo e da nervura central das plantas 384 

submetidas ao estresse, recuperaram suas características anatômicas, assemelhando-se às 385 

plantas sempre hidratadas (fig. 6 E/F e 7E/F).   386 
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 387 

 388 

Fig. 6. Cortes transversais do mesofilo de folhas de plantas de Lippia gracilis Schauer submetidas a dois 389 
regimes hídricos: (A e B) plantas sempre hidratadas; (C e D) Plantas submetidas ao déficit hídrico aos 15 dias de 390 
suspensão de rega; (E e F) plantas submetidas ao déficit hídrico após 10 dias de reidratação. Caracteres 391 
anatômicos: (1) espessura do mesofilo; (2) células epidérmicas na face adaxial; (3) parênquima paliçádico; (4) 392 
parênquima lacunoso; (5) espaços extracelulares. Barra: 50µm (A, C e E) e 20 µm (B, D e F).  393 

 394 
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395 
  396 

Fig. 7. Cortes transversais da nervura central de folhas de plantas de Lippia gracilis Schauer submetidas a dois 397 
regimes hídricos: (A e B) plantas sempre hidratadas; (C e D) Plantas submetidas ao déficit hídrico aos 15 dias de 398 
suspensão de rega; (E e F) plantas submetidas ao déficit hídrico após 10 dias de reidratação. Caracteres 399 
anatômicos: (1) células parenquimáticas; (2) feixe vascular central; (3) feixes vasculares acessórios; (4) espaços 400 
extracelulares; (5) epiderme adaxial. Barra: 50 µm (A, C e E) e 20 µm (B, D e F). 401 

 402 
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4. Discussão 403 

A escassez hídrica é um dos fatores de maior impacto que limita o crescimento e 404 

desenvolvimento de diversas espécies de plantas, acarretando de imediato a perda da 405 

turgescência celular (Dominghetti et al., 2016; Cerqueira et al., 2015; Afzal et al., 2014). 406 

Nessas condições, as plantas tenderam a direcionar seus recursos para mecanismos voltados à 407 

sua sobrevivência, como o maior desenvolvimento das raízes e a redução da área foliar, 408 

importantes estratégias para aumentar a área de absorção no solo e reduzir a perda de água 409 

por transpiração, respectivamente, retardando o processo de desidratação celular (Silva-410 

Pinheiro et al., 2016; Aranda et al., 2015; Ajithkumar & Panneerselvam, 2014). A redução da 411 

área foliar, pode ainda ter influenciado a fotossíntese, limitando a produção de biomassa, 412 

devido à queda na fixação de CO2 e na intercepção da luz, respectivamente (Silveira et al., 413 

2016). 414 

A ausência de danos causados pelo estresse hídrico no sistema radicular de plantas 415 

submetidas ao estresse, associado ao baixo potencial hídrico foliar ocasionado pela produção 416 

e acúmulo de osmorreguladores, como carboidratos solúveis (fig. 4C), podem ter 417 

influenciado na rápida recuperação da turgescência na Lippia gracilis. A recuperação da 418 

turgescência proporciona o restabelecimento dos parâmetros fisiológicos, que por sua vez 419 

influenciam positivamente na recuperação das variáveis de crescimento, como observado na 420 

TCR da parte aérea das plantas submetidas ao déficit hídrico no período de reidratação, ao 421 

25º dia (tabela 1). Moléculas osmorreguladoras são responsáveis pela dinâmica da abertura e 422 

fechamento dos estômatos, devido à redução do potencial hídrico celular (Anjum et al., 423 

2017). Dentre essas moléculas destacam-se os íons inorgânicos, potássio (K+) e cloreto (Cl-), 424 

além de moléculas orgânicas como carboidratos, sendo a sacarose a mais abundante (Santelia 425 

e Lawson, 2016).  426 

Nas plantas, o açúcar é utilizado no metabolismo relacionado ao crescimento, 427 

significando fornecimento de energia mediante o processo de oxidação biológica, bem como 428 

esqueleto carbônico. Em condições de estresse hídrico no experimento, a elevação do teor de 429 

carboidratos pode refletir um acúmulo de osmorreguladores para minimizar os efeitos de 430 

estresse, promovendo a redução do potencial hídrico celular a nível do solo, retardando a 431 

desidratação celular e atenuando os efeitos nocivos do estresse hídrico (Roxana et al., 2014). 432 

Esses compostos podem ter sido acumulados devido ao aumento na sua biossíntese ou pela 433 

degradação de moléculas maiores, como amido (Santelia e Lawson, 2016). Resultados 434 
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semelhantes quanto ao aumento no teor de carboidratos foi observado por Dianat et al. (2016) 435 

em Lippia citriodora em condição de estresse hídrico.  436 

A redução das medidas de trocas gasosas é bem documentada quando se trata de 437 

déficit hídrico (Silva et al., 2017; Yi et al., 2016; Cerqueira et al., 2015; Gorai et al., 2015; 438 

Tatagiba et al., 2015; Anjum et al., 2011; Wang et al., 2010). O déficit hídrico no solo induz 439 

o aumento na síntese do ácido abscísico (ABA) ocasionando o fechamento estomático, 440 

visando à redução da taxa transpiratória, reduzindo assim, a perda de água e por outro lado 441 

limita o fluxo de entrada de CO2 no mesofilo, o que influencia negativamente a fotossíntese 442 

(Silveira et al., 2016; Savchenko et al., 2014). O aumento da concentração interna de CO2 em 443 

plantas em condições de déficit hídrico (fig. 3 F) pode ter ocorrido devido às alterações 444 

morfológicas nas células do mesofilo, como observado na redução dos espaços intercelulares 445 

nas células do parênquima paliçádico e lacunoso (fig. 6 D), que impossibilitam a circulação e 446 

o uso desse gás na fotossíntese. Além disso, o aumento da atividade fotorrespiratória e da 447 

respiração celular também podem contribuir para esse resultado. A redução da transpiração 448 

pode acarretar a diminuição do resfriamento foliar e no aumento da temperatura foliar (Pinto 449 

et al., 2014), esse último atrelado ao aumento de Ci/Ca, incremento nos teores de peróxido de 450 

hidrogênio (H2O2) e aumento da atividade da catalase em plantas submetidas ao déficit 451 

hídrico (fig. 5A e D, respectivamente) pode indicar a atividade fotorrespiratória ( Eisenhut et 452 

al., 2017; Voss et al., 2013). 453 

Por muito tempo a fotorrespiração foi considerada um processo deletério no 454 

metabolismo vegetal, porém vários estudos veem demonstrando sua importância na 455 

dissipação do excesso de energia em plantas submetidas ao déficit hídrico (Lima Neto et al., 456 

2017; Eisenhut et al., 2017; Zhang et al., 2016). Esse processo promove a utilização de 457 

equivalentes redutores e, consequentemente, liberação de moléculas oxidadas, atenuando, 458 

assim, a produção excedente de ROS (Eisenhut et al., 2017; Voss et al., 2013). Outro 459 

mecanismo fotoprotetor é a atuação de moléculas antioxidativas de ordem não enzimática, 460 

como os carotenoides, que além de desempenharem funções importantes no processo 461 

fotossintético, atuam também no controle da produção de espécies reativas de oxigênio 462 

(ROS) (Barbosa et al., 2014). Esses pigmentos dissipam o excesso energia luminosa em 463 

forma de calor, evitando a formação de moléculas instáveis, como o oxigênio singleto (1O2), 464 

atenuando os danos deletérios nos cloroplastos (Tian at al., 2016; Das and Roychoudhury, 465 

2014). Além disso, a síntese do ácido abscísico (ABA) tem como precursor um carotenoide 466 

intermediário, sendo em condições de seca severa, esses pigmentos podem ser convertidos 467 



60 
 

nesse fitoregulador (Du et al., 2013), que desencadeará o processo de abscisão das folhas, que 468 

constitui uma importante estratégia de plantas características de ambientes áridos e 469 

semiáridos (Sabino et al., 2016). 470 

O aumento na produção e acúmulo de carotenoides, aliado aos indícios da ativação da 471 

fotorrespiração, podem ter auxiliado na conservação estrutural e funcional dos fotossistemas, 472 

proporcionando uma recuperação rápida das taxas fotossintéticas (Yi et al., 2016), 473 

evidenciando ausência de danos no aparato fotoquímico da Lippia gracilis. Após a 474 

reidratação, a rápida recuperação das taxas fotossintéticas de Ephedra alata sub sp. Alenda 475 

(espécie xerófita) foi considerada uma importante estratégia de sobrevivência em ambientes 476 

áridos (Gorai et al., 2015). 477 

A eficiência intrínseca do uso da água (A/gs) observada em plantas em condições de 478 

déficit hídrico no 10º dia de suspensão de rega demonstra a eficiência fotossintética dessas 479 

plantas em condições de reduzida condutância estomática causada pelo déficit hídrico 480 

imposto. Esse resultado também pode estar relacionado com o aumento do teor de clorofilas 481 

totais e carotenoides apresentado por essas plantas, pois a capacidade de aumentar a síntese 482 

desses pigmentos influencia positivamente na manutenção da atividade fotossintética, sendo 483 

considerada uma variável importante na determinação de genótipos tolerantes em condições 484 

de estresse moderado (Lakra et al., 2015; Shahbazi, 2015; Sankar et al., 2013).    485 

O incremento no teor do malondialdeído (MDA), produto da peroxidação de ácidos 486 

graxos polinsaturados de biomembranas, é um importante biomarcador de estresse oxidativo 487 

(Anjum et al., 2011). O acúmulo consistente no teor de MDA, foi detectado em tecidos de 488 

plantas sob déficit hídrico no máximo período de restrição hídrica e foi acompanhado de 489 

elevações significativas de H2O2. No entanto, houve ausência de incremento da atividade da 490 

SOD, que atua na dismutação do radical superóxido (˙O2
-) gerando peróxido de hidrogênio 491 

(H2O2), ou seja, esse aumento no teor de H2O2 observado no tecido das plantas, aos 15 dias, 492 

pode ser proveniente de outros processos metabólicos, como a fotorrespiração, beta-oxidação 493 

dos ácidos graxos e ação de enzimas peroxidases presentes na parede celular (Barbosa et al., 494 

2014). Esse quadro também sugere a formação de outras moléculas oxidantes responsáveis 495 

pela peroxidação lipídica, como o radical hidroxila (.OH), logo, apesar do H2O2 não participar 496 

diretamente da peroxidação lipídica, sua reação com íons ferrosos (Fe2+) acarretam na 497 

formação do .OH, responsável, juntamente com o oxigênio singleto (1O2), pela degradação 498 

dos lipídeos de membrana (Sewelam et al, 2016; Gil e Tuteja, 2010). Os Fe2+ são produtos da 499 
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redução do Fe3+ pelo ˙O2
-, sendo, portanto, a atuação da SOD um importante mecanismo que 500 

previne a formação de .OH (Gil e Tuteja, 2010).   501 

Apesar desse quadro observado no período de máximo estresse, não houve danos 502 

irreversíveis a nível celular, pois no período da reidratação ocorreu uma rápida recuperação 503 

da turgescência e dos demais parâmetros avaliados, demonstrando a eficiência das plantas na 504 

prevenção de danos maiores nas estruturas celulares. O elevado teor de proteínas observado 505 

em plantas submetidas à condição de déficit hídrico no máximo período de restrição hídrica 506 

sugere a capacidade dessas plantas de reprogramação e biossíntese de proteínas responsáveis 507 

pela regulação mais efetiva nos mecanismos sensores que desencadeiam organização e 508 

sincronia da maquinária metabólica, garantindo assim um eficiente desempenho frente à 509 

adversidade imposta pelo estresse hídrico. 510 

A atividade coordenada da SOD, CAT e APX, que se encontram distribuídas em 511 

diferentes compartimentos celulares, pode assegurar a eliminação efetiva de moléculas 512 

oxidativas nas células das plantas controles no 20º e 25º dia, evitando a difusão de H2O2 513 

através das membranas para outros locais e indução de alterações oxidativas em diversas 514 

moléculas biológicas (Shi et al, 2015). Adequações no metabolismo antioxidativo que resulta 515 

em homeostase redox é comprovado pelos níveis controlados de MDA, entretanto, o aumento 516 

na atividade das enzimas associado a redução da área foliar (tabela 2) e os elevação dos 517 

níveis de H2O2 são indicativos da presença de um possível agente limitante para as plantas, 518 

atribuído aqui ao espaço físico do vaso de cultivo. Neste aspecto, as plantas com rega 519 

contínua apresentaram um elevado crescimento da aérea em comparação com as plantas 520 

submetidas ao déficit hídrico no 25º dia (fig. 2), o que sugere que essas plantas apresentavam 521 

intensa atividade transpiratória foliar, demandando uma maior quantidade de água a ser 522 

absorvida e a consequente necessidade de uma maior eficiência do sistema radicular. 523 

Quanto às avaliações anatômicas, as modificações morfológicas observadas nas 524 

células epidérmicas e do parênquima cortical de folhas estressadas, bem como a redução da 525 

espessura do mesofilo e dos espaços intercelulares (fig. 6 e 7) estão relacionadas com a 526 

redução do conteúdo hídrico celular. A perda de água nas células ocasiona o encolhimento do 527 

protoplasto e o afrouxamento das paredes celulares, proporcionando a modificação da 528 

morfologia celular. O processo descrito também é aplicável para o crescimento foliar que 529 

também é afetado pela redução da disponibilidade hídrica, conforme observado em plantas 530 

submetidas ao estresse no presente estudo (tabela 2).    531 
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As características acima descritas são similares àquelas observadas em espécies 532 

ocorrentes em regiões áridas e semiáridas, que apresentam caracteres morfológicos, também 533 

denominado xeromórficos, baseado em dois tipos de estratégias frente ao déficit hídrico: a 534 

primeira está relacionada com estruturas que proporcionam a redução das taxas de 535 

transpiração e fotossíntese, enquanto que a segunda estratégia visa aprimorar esses dois 536 

processos (Fahn and Cutler, 1992). Dentro desse contexto, a redução dos espaços entre as 537 

células parenquimáticas do mesofilo (fig. 6 D) pode ser considerada uma alternativa para 538 

reduzir a transpiração e garantir uma maior eficiência do uso da água (Silva et al., 2017; 539 

Chartzoulakis et al., 2002).   540 

Outro caracter xeromórfico que está relacionado com a maior sobrevivência de 541 

espécies vegetais em ambientes secos é o maior investimento na quantidade dos feixes 542 

vasculares (Aou-ouad et al., 2017; Torres-Ruiz et al., 2017). Esse resultado, observado em 543 

plantas estressadas no presente estudo (fig. 7 C), pode estar relacionado com o aumento na 544 

eficiência da condução de água, além da redução da ocorrência de cavitação e formação de 545 

embolia (Silva et al.,2017; Pinto et al., 2012; Ewers et al., 2007). Resultado semelhante foi 546 

observado por Silva et al. (2017) em Styrax ferrugineus, onde os autores atribuíram a maior 547 

ocorrência de vasos com a sobrevivência dessa espécie em períodos de seca.  548 

A ausência de células de suporte nas folhas como esclereides ou fibras, pode 549 

ocasionar o colapso dos tecidos foliares em decorrência da desidratação das células. Esse 550 

processo pode ser atenuado pela maior lignificação das células do xilema, observada em 551 

folhas desidratadas (fig. 7 C). As células do xilema dos feixes vasculares centrais e acessórios 552 

(fig. 7C) atuam como colunas estruturais evitando o adensamento das células 553 

parenquimáticas e, consequentemente, o colapso das células da folha em condições de déficit 554 

hídrico.      555 

A recuperação de turgescência das células do mesofilo e da nervura central de folhas 556 

estressadas no período de reidratação (fig. 6 E/F e 7 E/F), associada a recuperação dos 557 

parâmetros fisiológicos e bioquímicos avaliados demonstram a tolerância de Lippia gracilis 558 

frente ao déficit hídrico imposto.  De forma geral, partes das respostas foram reguladas na 559 

seleção de vias alternativas em que a taxa de fotossíntese, respiração celular e a taxa de 560 

crescimento foram ajustadas, concomitante com a síntese de proteínas, ativação de algumas 561 

molécuas antioxidativas enzimáticas e não enzimáticas, ajuste osmótico, atráves do acúmulo 562 
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de carboidratos solúveis, e eficiência na absorção e translocação da água, evidenciado pelo 563 

maior crescimento do distema radicular e maior número de feixes vasculares. 564 

 565 

5. Conclusões 566 

O aumento na produção de raízes, maior quantidade e lignificação dos feixes 567 

vasculares e a redução da área foliar, atrelada ao incremento nos teores de moléculas 568 

osmorreguladoras, como carboidratos solúveis, demonstram ser importantes estratégias na 569 

dinâmica de absorção de água do solo e na manutenção do conteúdo hídrico celular em 570 

plantas de Lippia gracilis submetidas ao déficit hídrico moderado.  571 

Processos metabólicos relacionados com a dissipação do excesso de energia, como a 572 

ação dos carotenoides, aliado a eficiência do sistema antioxidativo enzimático, proporcionam 573 

a conservação das estruturas celulares, acarretando na rápida recuperação da turgescência 574 

celular no período de reidratação e, posteriormente, recuperação dos parâmetros fisiológicos 575 

e de crescimento, sendo essas, importantes estratégias de sobrevivência adotadas por Lippia 576 

gracilis frente ao déficit hídrico imposto. 577 
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