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RESUMO 

 

ALVES, RAUANDER DOUGLAS FERREIRA BARROS; Instituto Federal 

Goiano – Campus Rio Verde – GO, fevereiro de 2018. Memória a seca no cerrado: 

aclimatação diferencial do baru (Dipteryx alata Vogel). Orientadora: Dr.ª Fernanda dos 

Santos Farnese; Coorientadores: Dr. Alan Carlos Costa, Dr. Paulo Eduardo de Menezes 

Silva e Dr. Sebastião Carvalho Vasconcelos Filho. 

 

O processo de industrialização e as alterações antrópicas sobre a natureza, tem 

produzido importantes alterações no clima global, e espera-se que nos próximos anos 

aumentem as ocorrências de eventos climáticos extremos, como ondas de calor, frio, 

chuvas e secas. Os estudos normalmente realizados testam a seca como um evento 

isolado, e as plantas do cerrado, em função do clima local são recorrentemente expostas 

a eventos de restrição hídrica e tendem a estar naturalmente aclimatadas a ciclos de seca. 

Não se sabe, portanto, como a concretização das previsões para o clima pode alterar a 

sobrevivência ou o desenvolvimento dessas espécies. Algumas espécies vegetais possuem 

um mecanismo de aclimatação diferencial, também conhecido como “memória à seca”, 

caracterizado pela produção de respostas diferenciais positivas frente a eventos de 

restrição hídrica; por outro lado, também existem espécies que apresentam sensibilidade 

e decréscimo na sua capacidade de produção de respostas quando submetidas de ciclos 

repetidos de estresse, e influi diretamente em sua capacidade de sobrevivência. Neste 

contexto, o presente trabalho submeteu plântulas de Baru (Dipteryx alata Vogel) a ciclos 

repetidos de seca, buscando avaliar através de parâmetros morfológicos, anatômicos, 

fisiológicos e bioquímicos as respostas produzidas e assim caracterizar a existência de 

sensibilidade ou a produção de respostas diferenciais frente aos eventos de seca. 

Praticamente não foram observadas alterações nos parâmetros morfoanatômicos em 

nenhum dos tratamentos, sendo que as maiores modificações foram observadas nos 

parâmetros bioquímicos e fisiológicos. De fato, foi possível observar que quando as 

plantas foram submetidas a apenas um ciclo de seca, ocorreu queda nas trocas gasosas, 

aumento na respiração, aumento na geração de espécies reativas de oxigênio e danos às 

membranas celulares, alterações que, em conjunto, culminaram com menor índice de 

tolerância à seca nesse tratamento. As plantas expostas a três ciclos de seca, por sua vez, 

apresentaram maior índice de tolerância à seca do que as plantas submetidas a seca apenas 

uma vez, sendo capazes de manter a homeostase celular, como evidenciado pela 

manutenção da taxa fotossintética, da respiração e da geração de espécies reativas de 

oxigênio em níveis similares ao controle. A manutenção dos parâmetros fisiológicos 

aparentemente envolveu a ajustes em diversos níveis, como o aumento da atividade do 

sistema antioxidante e a manutenção da condutividade hidráulica foliar. Dessa forma, os 

resultados mostraram que as plantas de Baru não são sensíveis a ciclos repetidos de seca. 

Ao contrário, essas plantas apresentaram um conjunto de respostas diferenciais que 

permitiram às plantas expostas a três ciclos de seca terem desempenho semelhante ao 

tratamento controle, indicando a existência de um mecanismo de memória à seca em uma 

espécie nativa do cerrado. 

 

Palavras-chave: Estresse Hídrico, Nativa, Cerrado, morfologia, trocas gasosas, enzimas, 

danos celulares. 
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ABSTRACT 

ALVES, RAUANDER DOUGLAS FERREIRA BARROS; Instituto Federal 

Goiano – Campus Rio Verde – GO, fevereiro de 2018. Memória a seca no cerrado: 

aclimatação diferencial do baru (Dipteryx alata Vogel). Orientadora: Dr.ª Fernanda dos 

Santos Farnese; Coorientadores: Dr. Alan Carlos Costa, Dr. Paulo Eduardo de Menezes 

Silva e Dr. Sebastião Carvalho Vasconcelos Filho 

 

The industrialization and the anthropogenic actions in natural environments have 

produced important changes in the global climate, and it is expected that in the coming 

years extreme weather events such as heat waves, cold, rain and drought will increase. 

The studies usually test the drought as an isolated event, but the Cerrado plants are 

frequently exposed to cyclical events of water restriction and tend to be naturally 

acclimatized to drought cycles. It is not known, therefore, how the climate changes will 

alter the survival or development of these species. Some plant species have a differential 

acclimatization mechanism, also known as "drought memory", characterized by the 

production of positive differential responses to water restriction events; on the other hand, 

there are also species that show sensitivity and decrease in their ability to produce 

responses when subjected to repeated cycles of stress, which directly affects their survival 

capacity. In this context, the present work exposed Baru seedlings (Dipteryx alata Vogel) 

to repeated cycles of drought, aiming to evaluate the morphological, anatomical, 

physiological and biochemical responses and thus characterize the existence of sensitivity 

or differential responses to drought events. There were practically no changes in 

morphoanatomical parameters in any of the treatments, and the greatest changes were 

observed in the biochemical and physiological parameters. Indeed it was possible to 

observe that when the plants were submitted to only one cycle of drought, there was a 

drop in gas exchange, an increase in respiration, an increase in the generation of reactive 

oxygen species and damage to cell membranes, changes that, together, culminated with a 

lower drought tolerance index. The plants exposed to three cycles of drought, on the other 

hand, presented a higher drought tolerance index than plants submitted to drought only 

once time, being able to maintain cellular homeostasis, as evidenced by the maintenance 

of the photosynthetic rate, respiration and of the generation of reactive oxygen species at 

levels similar to the control. The maintenance of the physiological parameters apparently 

involved adjustments at several levels, such as increases in antioxidant system activity 

and the maintenance of leaf hydraulic conductivity. Thus, the results showed that Baru 

plants are not sensitive to repeated cycles of drought. On the contrary, these plants 

presented a set of differential responses that allowed the plants exposed to three drought 

cycles to perform similarly to the control treatment, indicating the existence of a 

mechanism of memory to drought in a native brazilian savanna (cerrado) species. 

 

 

Key words: Drought Stress, Native, brazilian savanna, morphology, gas exchange, 

enzymes, cellular damage. 

 

 



 

 

11 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

Desde a revolução industrial, há aproximadamente 200 anos, a concentração 

atmosférica de dióxido de carbono (CO2) aumentou de 280 para 408 µL L-1 (NASA, 

2018) refletindo em incrementos na temperatura global e alterações no regime hídrico 

(STOCKER et al., 2013). Com efeito, nos últimos 150 anos, a temperatura do planeta 

aumentou 0,75ºC e pesquisas sugerem que, até o fim deste século, a temperatura ainda 

suba mais 2 ou 3°C (NOBRE et al., 2012). O aumento da temperatura global altera o 

regime de chuvas e aumenta a ocorrência de eventos climáticos extremos, como secas 

severas, inundações e ondas de calor e frio (LACERDA e NOBRE, 2010). Dentre as 

várias alterações previstas em decorrência das mudanças climáticas, a escassez hídrica 

será o principal fator ambiental a limitar o crescimento e o desenvolvimento das plantas, 

uma vez que os danos desencadeados pelo déficit hídrico podem ser superiores aos 

oriundos de todos os outros fatores bióticos e abióticos em conjunto (FLEXAS et al., 

2009).  

A concretização das previsões de alterações no regime hídrico para os próximos 

anos, irá comprometer a conservação e a manutenção da biodiversidade. De fato, 

somando-se o aquecimento global às mudanças no uso do solo, é quase certa a ocorrência 

de rearranjos importantes nos ecossistemas e até mesmo a alteração na distribuição dos 

biomas brasileiros em um futuro próximo (CORDEIRO et al., 2008). Segundo o Instituto 

Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE, 2007), diferentes regiões do Brasil sofrerão os 

efeitos das alterações climáticas de formas distintas. Em relação ao cerrado, por exemplo, 

estima-se que a precipitação sofra reduções entre 10 a 20% até 2040 e entre 20 a 35% até 

2070, gerando uma escassez hídrica sem precedentes, que pode resultar no 

desaparecimento de até 25% das árvores nativas deste ecossistema (OLIVEIRA e 

RUTKOWSKI, 2008; SOUZA e MANZI, 2014).  

Considerado um hotspot de biodiversidade mundial (MYERS et al., 2000), o 

cerrado conta com uma das maiores diversidades florísticas do planeta, estimando-se 

cerca de 11.627 plantas vasculares, com elevado grau de endemismo (RESENDE e 

GUIMARÃES, 2007); formado por um mosaico de formações vegetais que ocupam a 

cerca de 21% do território nacional, ele é considerado a última fronteira agrícola do 

planeta (BORLAUG, 2002; WALTER, 2006). 
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Considerando a teoria dos redutos florestais proposta por Jurgen Haffer (1969), 

que  previu a existência de especiação em redutos florestais formados em função de 

eventos de expansão e retração florestal advindos de períodos frios e quentes ocorridos 

durante o quaternário, e também o trabalho do geólogo brasileiro Aziz Ab'saber (2000), 

que com base nesta teoria e através de estudos dos  condicionantes  do  mosaico 

fitogeográfico brasileiro, estipulou que a região em que hoje se encontra o cerrado pode 

ter sido um reduto florestal caracterizado como uma zona de transição, e as espécies 

sempre estiveram em constante adaptação aos eventos climáticos; pode-se depreender 

que as plantas endêmicas deste ambiente já estão há milhares de anos sendo expostas a 

condições ambientais oscilantes (SILVA, 2011), podendo assim apresentar características 

peculiares de tolerância as flutuações climáticas. 

 Além das características históricas tem-se também que o clima atual do cerrado 

brasileiro é predominantemente tropical, sendo classificado por Köppen-Geiger  como 

Aw, tropical chuvoso (MACENA et al., 2008), com duas estações bem definidas e 

divididas em uma estação seca, com três a sete meses de duração, e outra de chuvas 

constantes, com pluviosidade média anual na faixa de 800 - 1.800 mm (PEREIRA et al., 

2011).  

Assim, por todo o exposto, as plantas que ocorrem neste bioma tendem a estar 

naturalmente aclimatadas à ocorrência de eventos periódicos de restrição hídrica 

(PALHARES et al., 2010), sendo bons exemplares para o estudo da aclimatação 

diferencial à seca. É importante ressaltar, no entanto, que o aumento da intensidade e da 

frequência dos eventos de seca pode comprometer até mesmo o crescimento, 

desenvolvimento e a sobrevivência de espécies aclimatadas a ciclos de déficit hídrico, o 

que implicaria em redução da produtividade primária do cerrado (AMEDIE, 2013).  

Os danos desencadeados pelos eventos de restrição hídrica são diversos, e 

frequentemente resultam na redução da disponibilidade de CO2 para o processo 

fotossintético vegetal, podendo este decréscimo estar vinculado ao fechamento 

estomático ou a diminuição da condutância hidráulica (CAI et al., 2015). Além disso, o 

estresse hídrico geralmente está associado a alta intensidade luminosa e elevada 

temperatura, o que, juntamente com o comprometimento do processo fotossintético, gera 

espécies reativas de oxigênio (EROs). As EROs apresentam alta reatividade bioquímica 

e podem interagir com diversas macromoléculas celulares, causando danos a membrana 

lipídica, proteínas, enzimas e provocando a inativação do fotossistema II (CHOUDHARY 

et al., 2012). Como consequência, há aumento na demanda respiratória para suprir a 
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necessidade de reparação da maquinaria fotossintética e produção de esqueletos de 

carbono (NISHIYAMA et al., 2001). 

  É importante salientar que, apesar dos efeitos deletérios da seca sobre o 

metabolismo vegetal, diversas espécies apresentam mecanismos capazes de atenuar os 

danos decorrentes do estresse hídrico. Dentre esses mecanismos pode-se citar alterações 

morfológicas e anatômicas, como a redução da área foliar, aprofundamento de raízes, 

redução do número e tamanho dos estômatos e aumento da densidade de venação 

(SANTOS e CARLESSO, 1998; XU et al., 2010), alterações que vão influenciar 

diretamente a capacidade de absorção, transporte e regulação do uso da água, alterando 

portanto o potencial hídrico e a capacidade transpiratória da planta (MARTINS et al., 

2014; MITCHELL et al., 2013). De forma integrada, a perfeita ação destes mecanismos 

de defesa irá culminar com a manutenção da capacidade de crescimento vegetal, que pode 

ser definida como o índice de tolerância à seca (ITS) (PASSIOURA, 2002). 

Além dos mecanismos citados acima, as alterações bioquímicas e fisiológicas 

também merecem destaque (SILVA, 2015), sendo que plantas expostas à restrição hídrica 

usualmente apresentam controle rigoroso do fechamento estomático e da expressão de 

enzimas do metabolismo antioxidante, como é o caso das enzimas Dismutase do 

Superóxido (SOD), Peroxidase (POX), Peroxidase do ascorbato (APX), Catalase (CAT) 

e Redutase da Glutationa (GR); e dos solutos osmocompatíveis, como prolina e glicina 

betaína, componentes do mecanismo antioxidante e responsáveis pela manutenção do 

estado redox celular (LIU et al., 2011). A eficiência da resposta frente ao evento 

estressante pode ser medida através dos parâmetros acima, assim como pela ausência de 

moléculas que indicam a presença de danos celulares causados pelas EROs, como o 

aldeído malônico (MDA), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o extravasamento de 

eletrólitos (FAROOQ et al., 2009; OSAKABE et al., 2014). 

O tempo de exposição, a intensidade do estresse e a ocorrência de mais de um 

evento estressante são fatores que podem interferir na resposta das plantas à seca (XU et 

al., 2010). No entanto, embora o déficit hídrico seja um evento recorrente na vida das 

plantas, a grande maioria dos trabalhos abordam a seca como um evento isolado 

(FRANÇA et al., 2017; LI et al., 2017; MARTINS et al., 2017; SOBREIRO, 2017; 

VIÇOSI et al., 2017). Isso é particularmente preocupante quando se deseja estudar 

espécies nativas de ambientes como o cerrado, no qual a mesma planta atravessa vários 

ciclos de restrição hídrica durante seu crescimento e desenvolvimento (BACKHAUS et 

al., 2014). Vários trabalhos recentes têm mostrado que a pré-exposição ao agente 
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estressor pode alterar as respostas subsequentes da planta, resultando, muitas vezes, em 

aumento da tolerância vegetal (CRISP et al., 2016), e, em outros casos, em maior 

sensibilidade aos eventos estressantes subsequentes (ARRUDA e GRANDE, 2003; 

SCHEFFER et al., 2001). Com efeito, os estudos existentes com plantas submetidas a 

repetidos eventos estressantes demonstram a existência de um mecanismo de aclimatação 

diferencial das plantas, também chamado de “memória ao estresse” (CONRATH et al., 

2006). Evidências dessa teoria podem ser observadas em estudos com gramíneas 

(WALTER et al., 2011) e com culturas anuais (MENEZES-SILVA et al., 2017), nos quais 

plantas submetidas a repetidos eventos de déficit hídrico apresentaram respostas de 

proteção marcantes frente aos recorrentes eventos estressantes. 

A memória ao estresse pode ser definida como sendo o conjunto de modificações 

estruturais, genéticas e bioquímicas que ocorrem como consequência da exposição 

recorrente a agentes estressantes (FLETA-SORIANO e MUNNÉ-BOSCH, 2016). Essa 

memória pode ser considerada de curto prazo (menor que uma semana), a qual 

dificilmente é repassada às gerações futuras (RAMÍREZ et al., 2015), ou de longo prazo, 

sua marca deve exceder o evento que lhe deu causa (AVRAMOVA, 2015) ativar uma 

resposta mais rápida e ou mais forte, frente ao novo evento estressante (WALTER et al., 

2013). A memória de curto prazo está ligada ao período no qual a resposta diferencial se 

dá em função do acúmulo de substâncias responsivas ao estresse anterior, e não em função 

da repetição do evento estressante (VIRLOUVET e FROMM, 2015). A memória de longo 

prazo, por sua vez, é resultado da exposição sequencial ao estresse, produzindo 

modificações na cromatina, no posicionamento dos nucleosomas e na metilação do DNA, 

sendo estas alterações frequentemente repassadas à progênie (RAMÍREZ et al., 2015). 

Além das modificações citadas acima, alguns pesquisadores propõem que a 

memória ao estresse esteja vinculada à persistência de moléculas sinalizadoras e fatores 

de transcrição nas células vegetais após a retirada do agente estressor (KINOSHITA e 

SEKI, 2014; LÄMKE e BÄURLE, 2017). Já foi observado, por exemplo, que a exposição 

de Arabidopsis a ciclos repetidos de estresse osmótico altera os padrões de sinalização 

mediados pelo cálcio, sendo essas alterações acompanhadas por mudanças no padrão de 

expressão gênica que culminam com a aquisição da tolerância ao estresse (KNIGHT et 

al., 1998).  

A existência de um processo adaptativo planta-meio ambiente através de eventos 

de memória de longo prazo é de grande importância ecológica e pode refletir maior 

capacidade de resposta das plantas frente às alterações climáticas (OGLE e BARBER, 



 

 

15 

 

 

 

2016; WEINHOLD, 2018). Por outro lado, a inexistência dessa capacidade adaptativa, 

ou mesmo a perda da resiliência após eventos estressantes recorrentes, pode indicar a 

possibilidade de graves problemas ambientais num cenário de mudanças climáticas 

(SCHEFFER et al., 2001). Assim, é importante que os trabalhos que visam caracterizar a 

memória das plantas frente ao déficit hídrico, com vistas ao benefício ecológico, 

trabalhem com ciclos repetidos de seca e que o tempo de recuperação destes ciclos sejam 

maiores que a memória de curto prazo. 

Embora já tenha sido caracterizada a existência da aclimatação diferencial em 

algumas espécies quando submetidas a ciclos de déficit hídrico, os poucos estudos 

existentes foram realizados apenas com cultivares comerciais (MENEZES-SILVA et al., 

2017; RAMÍREZ et al., 2015; WALTER et al., 2011), sendo importante a caracterização 

desse processo em plantas nativas do cerrado, principalmente no cenário atual de 

mudanças climáticas. Neste estudo, foram utilizadas plântulas de Baru (Dipteryx alata 

Vog.), planta perene nativa do cerrado, pertencente à Família Fabaceae, que sofre risco 

de desaparecimento pelo seu elevado potencial econômico; a espécie possui diversos usos 

e é promissora para cultivo, podendo ser utilizada como planta medicinal, aromática e 

madeireira com potencial para silvicultura (ARAKAKI, 2010) e ainda na recuperação de 

áreas degradadas (ALVES et al., 2010; MOSQUETTA et al., 2011). 

Nesse trabalho, as plântulas de Baru foram submetidas a repetidos ciclos de déficit 

hídrico, a fim de se avaliar a ocorrência de “memória à seca”, sugerindo ou não a 

existência deste processo em plantas nativas do cerrado, e possibilitando a elaboração de 

alternativas de ação para enfrentamento das adversidades advindas das mudanças 

climáticas. Por fim, este estudo se mostrou relevante pela abrangência e importância do 

tema abordado, contribuindo para o avanço do conhecimento científico no que concerne 

à resposta de uma planta nativa do cerrado a eventos de seca e fornecendo subsídios para 

políticas públicas e alternativas que possibilitem o enfrentamento das alterações do clima; 

os dados obtidos a partir do projeto forneceram, ainda, subsídios para o desenvolvimento 

de estudos que contribuam para compreender a dinâmica do ambiente e sua interferência 

na conservação de ecossistemas naturais. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Gerais 

Caracterizar o impacto dos ciclos de déficit hídrico sobre os processos centrais do 

metabolismo vegetal, bem como a existência de um mecanismo de memória em uma 

espécie nativa do cerrado; e delinear os instrumentos de defesa vegetal expressados no 

evento de memória. 

 

2.2. Específicos 

Verificar o efeito da seca sobre variáveis morfológicas, anatômicas, fisiológicas e 

bioquímicas em uma planta do cerrado. 

Caracterizar a existência de uma memória a seca do Dipteryx alata Vog. quando 

submetido a diferentes ciclos de seca. 

Avaliar quais mecanismos estão envolvidos nas respostas de D. alata Vog. frente 

ao estresse hídrico. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi conduzido em casa de sombreamento do Laboratório de 

Ecofisiologia e Produção Vegetal do Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia 

Goiano, Campus Rio Verde, com localização geográfica 17°48'18.33" de latitude sul e 

50°54'0.04" de longitude oeste e 748 m de altitude, com duração de 180 dias.  Foram 

utilizadas mudas de Baru com aproximadamente 120 dias de cultivo, adquiridas em um 

viveiro florestal da cidade de Iporá-GO; e transplantadas para citrovasos com 4 litros de 

capacidade, contendo solo de área não cultivada e areia na proporção de 2:1. Os vasos 

foram dispostos em bancada com espaçamento de 5 cm entre os vasos, e irrigados 

diariamente por 45 dias para adaptação e pleno estabelecimento. Após este período de 

adaptação, as plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos: controle (plantas 

irrigadas continuamente, de forma que a umidade do solo permanecesse próxima à 

capacidade de campo); 1 ciclo de seca (plantas submetidas a um ciclo de seca) sendo 

mantidas irrigadas enquanto as plantas de 3 ciclos passavam por seu tratamento; 3 ciclos 

de seca (plantas submetidas a três ciclos de seca). Cada ciclo de déficit hídrico consistiu 

de duas fases, uma de desidratação e outra de reidratação. A desidratação foi realizada 

mediante suspensão da irrigação, até que a umidade do solo atingisse 25% da água 

disponível, em relação à capacidade de campo. As plantas permaneceram nessa condição 
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de seca por seis dias, sendo então avaliados os parâmetros fisiológicos, anatômicos e 

coletadas amostras para análises bioquímicas. Após as avaliações, as plantas foram 

reidratadas, via elevação da umidade do solo à capacidade de campo, sendo a recuperação 

determinada quando as trocas gasosas se equipararam as plantas controle. As plantas 

permaneceram hidratadas por 15 dias, antes do início de um novo ciclo de seca. A 

determinação da capacidade de campo foi realizada através de uma curva de retenção de 

agua no solo, para confecção desta curva os vasos foram encharcados às 18h de um dia e 

pesados novamente às 06h do dia seguinte, sendo determinada assim a máxima 

capacidade de armazenamento de agua, e passaram a ser pesado todos os dias às 18h até 

atingirem peso constante, sendo assim determinado o menor volume de agua disponível. 

 

3.1. Análises morfológicas e índice de tolerância à seca 

As plantas foram coletadas e seccionadas em parte aérea e raízes, sendo 

determinado o número de lâminas foliares. Posteriormente, foi realizada a análise da área 

foliar (dm2) através da obtenção de imagens em escala e medição da área através do 

software de processamento de imagens ImageJ (National Institutes of Health) 

(DAVIDSON e PROMETHEUS, 2011). 

 As partes aéreas e raízes foram acondicionadas em sacos de papel e secas em 

estufa a 65ºC, até massa constante, para a avaliação da Matéria Seca da Parte Aérea 

(MSPA) e Matéria Seca de Raízes (MSR). 

A determinação da área foliar específica (AFE) foi realizada através da 

metodologia proposta por (CRAWLEY, 2009), na qual as folhas coletadas, após terem 

sua área determinada, foram secas em estufa convencional até a obtenção do peso seco 

constante. A AFE foi então calculada empregando-se a seguinte fórmula: 

AFE (m2 Kg-1) = área foliar planta (m2) / massa seca da folha (kg) 

 

Em virtude de as plantas possuírem uma variação natural de biomassa, o índice de 

tolerância à seca (ITS), foi calculado utilizando os dados da taxa fotossintética (A), sendo 

este o melhor parâmetro encontrado para estimar a atividade fisiológica normal da planta. 

Para os cálculos foi utilizada a seguinte equação:  

 

𝐼𝑇𝑆 =
𝐴𝑠𝑒𝑐𝑎/𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
2  
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3.2. Anatomia foliar 

A técnica de impressão da epiderme foi empregada para determinação da 

densidade estomática, do índice estomático e da condutância estomática máxima 

(MCDONALD, 1977). Para isso, uma pequena quantidade de cola instantânea foi 

colocada sobre lâmina histológica, sendo o material vegetal pressionado contra a lâmina 

por alguns minutos. As lâminas foram, então, observadas em uma magnificação de 20x 

com o auxílio de microscópio de luz equipado com sistema para captura de fotos.  

Para análise da lâmina, 25 campos de 0,171 mm2 foram escolhidos aleatoriamente, 

sendo a determinação da densidade estomática (DE), do índice estomático (IE) e do 

comprimento da célula-guarda (L) realizados por meio de software de imagem  

(MARTINS et al., 2014). A condutância estomática máxima teórica (gwmax ) foi calculada 

com base nesses dados, segundo proposto por FRANKS et al. (2009): 

gwmax = 
DE 𝑑𝑤 𝑎

𝑣(Ɩ+ 𝜋)

2 √
𝑎
𝜋

 

Em que dw representa a difusão do vapor d’água em ar; a é área máxima do poro 

de estômatos totalmente abertos; v é o volume molar do ar; e Ɩ representa a profundidade 

do poro de estômatos totalmente abertos. Para normalização dos valores, as constantes 

dw e 𝑣 foram aquelas em 25°C (24,9 x 10-6 m2 s-1 e 24,4 x 10-3 m3 mol-1, respectivamente). 

O valor de a foi calculado como π(ρ/2)2, em que ρ representa o comprimento do poro 

estomático, aproximado como L/2, de acordo com o proposto por FRANKS e 

FARQUHAR (2001). O valor de Ɩ para estômatos totalmente abertos foi calculado como 

L/4 (FRANKS e FARQUHAR, 2001; MARTINS et al., 2014; MENEZES-SILVA et al., 

2015). 

Para analisar a densidade de venação, fragmentos da parte central da lâmina foliar 

foram preservados em FAA e utilizados no processo de clarificação, que consistiu em 

imergir as amostras foliares em hidróxido de sódio (NaOH) a 5% para clareamento 

químico durante dois dias até ficarem transparentes e macias. Após esse processo as 

folhas foram lavadas várias vezes em água e passadas por uma série de diluição etanólica 

(30%, 50%, 70% e 100%). Após a passagem pelo etanol 100%, as folhas foram cobertas 

com safranina 1% (preparada em etanol 100%), deixadas por 15 minutos e lavadas 

gentilmente com etanol 100%; posteriormente foram cobertas com 1% de fast Green 

(preparada de etanol 100%) por alguns segundos, lavadas novamente com etanol 100% e 

submetidas a uma série de diluição reversa para tirar o excesso de corante (100%, 90%, 
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70%, 50%, 30% e água). Após estes passos os fragmentos foliares foram montados em 

lâmina histológicas e fotografadas (JENSEN, 1977). A área do fragmento foliar e a 

densidade de venação foram determinadas com auxílio do software ImageJ (National 

Institutes of Health).  

 

3.3. Trocas Gasosas e pigmentos fotossintéticos 

Para determinação da concentração dos pigmentos fotossintéticos clorofila a e 

clorofila b, aproximadamente 0,3 g de material fresco foi macerado em nitrogênio líquido 

e submetido à extração etanólica, a quente, segundo proposto por PÁPISTA et al., 2002. 

A leitura da absorvância dos extratos foi realizada em leitor de microplacas nos 

comprimentos de onda de 665 e 645 nm, para determinação da clorofila a e clorofila b, 

respectivamente. 

A taxa de assimilação líquida do carbono (A), a condutância estomática (gs), a 

concentração interna de CO2 (Ci) e a taxa transpiratória (E) foram determinadas em 

sistema aberto, sob luz saturante (1.000 μmol m-2 s-1) e pressão parcial de CO2 de 40 Pa. 

Para tanto, foi utilizado um analisador de gases a infravermelho (LI-6400, Li-Cor Inc., 

Nebraska, EUA), equipado com uma fonte de luz azul/vermelho (modelo LI-6400-02B, 

LI-COR). 

Com o mesmo analisador a respiração noturna (RN), ou taxa de assimilação 

líquida de CO2 noturna, foi avaliada antes do amanhecer. A respiração mitocondrial 

durante o dia (RD), por sua vez, foi estimada a partir de RN, de acordo com  BAI et al. 

(2008). RD foi estimada em diferentes temperaturas usando o Q10 (LARCHER, 1983), 

como a seguir: 

RD = RN*Q10(Td – Tn)/10   (Q10 = 2,2) 

 

Em que Tn é a temperatura foliar no qual a Rn foi medida e Td é a temperatura 

foliar na qual RD foi calculada. 

Na antemanhã, foi obtida a fluorescência mínima (F0) via excitação dos tecidos 

foliares por luz vermelha modulada de baixa intensidade (0,03 µmol fótons m-2 s-1). A 

fluorescência máxima (Fm) foi obtida pela aplicação de um pulso de 0,8 s de luz actínica 

saturante (8000 µmol fótons m-2 s-1). A fluorescência variável (Fv) foi determinada pela 

diferença entre F0 e Fm e a partir desses valores, foi calculado o rendimento quântico 

potencial do fotossistema II (KOOTEN e SNEL, 1990), conforme a equação: 



 

 

20 

 

 

 

Fv /Fm = (Fm – F0)/Fm 

A eficiência do uso da água (A/E) foi estimada com base na razão entre a taxa de 

assimilação liquida de carbono e a taxa de transpiração foliar. A velocidade máxima de 

carboxilação da Rubisco (Vcmax) foi calculada conforme proposto por (DE KAUWE et 

al., 2016) através da seguinte fórmula:  

𝑉𝑐𝑚𝑎𝑥 = 𝐴𝑠𝑎𝑡 (
𝐶𝑖 −  𝐾𝑚

𝐶𝑖 + Γ∗ − 0,015) 

Em que, Asat é a taxa fotossintética à irradiação saturante e concentração 

atmosférica de CO2, Ci a concentração interna de CO2, Km é a constante de Michaelis-

Menten para o CO2 e Γ* é o ponto de compensação de CO2 na ausência de respiração 

mitocondrial. 

 

3.4. Relações Hídricas 

3.4.1. Potencial hídrico 

 O potencial hídrico foliar foi determinado em folhas individuais de cada 

um dos tratamentos com o auxílio de bomba de pressão tipo Scholander, na antemanhã 

(04h30 – 05h30) (Ѱam) e ao meio-dia (Ѱmd). 

 

3.4.2. Transpiração 

 A transpiração diária (Ed) foi estimada por gravimetria, mediante a 

diferença do peso dos vasos (∆PV), determinada na antemanhã e ao final do dia. Este 

valor foi dividido pela área foliar total de cada planta (AF), pelo peso molecular da água 

(PM) e pelo intervalo de tempo entre as pesagens dos vasos (∆t), de acordo com a fórmula 

a seguir (SILVA et al., 2013): 

Ed = [(∆PV) / (AF*PM*(∆t)] * 1000 

 

3.4.3. Teor de água nas folhas 

A determinação do teor de água nos tecidos vegetais foi realizada através da 

diferença de peso entre o material fresco e seco. Para isso, após a retirada da planta as 

folhas foram imediatamente pesadas tendo assim o seu peso fresco determinado, após 
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esta determinação as folhas foram colocadas em sacos de papel devidamente numerados 

e secas em estufa a 65°C até peso constante. 

3.4.4. Condutividade hidráulica foliar 

A condutividade hidráulica da folha foi medida utilizando o método do fluxo evaporativo 

e os dados foram normalizadas pela área foliar (BRODRIBB e M. HOLBROOK, 2003; 

SIMONIN et al., 2015). 

 

3.5. Análises Bioquímicas 

3.5.1. Danos celulares 

A fim de evidenciar a geração de espécies reativas de oxigênio, a concentração de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) foi quantificada utilizando amostras de aproximadamente 

200 mg de folhas homogeneizadas em meio de extração (tampão fosfato de potássio 50 

mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM) e centrifugadas a 10.000 x g, por 15 minutos, 

a 4 °C (KUO e KAO, 2003). Alíquotas de 100 µL do sobrenadante foram adicionadas a 

meio de reação contendo FeNH4SO4 250 µM preparado ácido sulfúrico 25 mM, laranja 

de xilenol 250 µM e sorbitol 100 mM (GAY e GEBICKI, 2000). As amostras foram 

mantidas no escuro por 30 minutos e a absorbância determinada a 560 nm. As 

concentrações de H2O2 foram estimadas com base em curva de calibração preparada com 

padrões de H2O2 e normalizadas em função do peso das amostras. 

A concentração de aldeído malônico (MDA) foi determinada estimando as 

substâncias reativas ao ácido 2-tiobarbitúrico (TBA) e expresso em equivalentes de 

aldeído malônico (CAKMAK e HORST, 1991). O tecido foliar (0,25 g) foi macerado na 

presença de nitrogênio líquido e homogeneizado com 0,1% (p/v) de ácido tricloroacético 

(TCA) e 20% de insolúvel polivinilpirrolidona. O homogenato foi centrifugado a 15.000 

x g por 15 min a 4°C e adicionada uma alíquota de 0,5 mL do sobrenadante a 1,5 mL de 

0,5% de ácido 2-tiobarbitúrico (TBA) (preparado em 20% de TCA). As amostras foram 

homogeneizadas e a reação colorimétrica conduzida a 90 °C por 20 min após incubação 

em banho-maria. A seguir, as amostras foram imersas em banho de gelo e clarificadas 

através de centrifugação a 15000 x g por 15 min a 4 °C. A absorbância das amostras foi 

lida em espectrofotômetro a 532 nm e a absorbância inespecífica (660 nm) descontada. A 

peroxidação de lipídios foi estimada como conteúdo total de substâncias reativas ao TBA 
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e expressa como equivalentes de MDA. O coeficiente de extinção molar do MDA (155 

mM-1 cm-1) foi utilizado para os cálculos e os resultados expressos como nmol de MDA 

g-1 MF.  

O extravasamento de eletrólitos foi determinado a partir de dez discos foliares de 

1 cm de diâmetro acondicionados em tubo de ensaio contendo 10 mL de água deionizada, 

mantidos em banho-maria a 25 °C por 24 h. A seguir, foi realizada a leitura da 

condutividade elétrica da solução (L1). Posteriormente, os tubos de ensaio foram 

incubados a 90°C por 1 hora e após entrar em equilíbrio térmico com o ambiente, foi 

procedida nova leitura (L2) da condutividade elétrica da solução. O extravasamento de 

eletrólitos foi calculado conforme a fórmula EL (%) = (L1/L2)*100 (LUTTS et al., 1996). 

 

3.5.2. Enzimas do metabolismo antioxidante 

Foram determinadas as atividades das seguintes enzimas do metabolismo 

antioxidante: Superóxido Dismutase (SOD), Peroxidase (POX), do Ascorbato Peroxidase 

(APX), Catalase (CAT) e Glutationa Redutase (GR). Para isso, amostras foliares de 

aproximadamente 0,3 g foram maceradas em nitrogênio líquido e homogeneizadas nos 

seguintes meios de reação: 

• Tampão fosfato de potássio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 mM, fluoreto de 

fenilmetilsulfônico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% para (SOD, EC 

1.15.1.1), (POX, EC 1.11.1.7), (APX, EC 1.11.1.11) e (CAT, EC 1.11.1.6) (PEIXOTO et 

al., 1999); 

• Tampão fosfato de potássio 0,1 M, pH 7,0, EDTA 1 mM, DTT 2 mM, PMSF 1 

mM e PVPP 1% para a enzima redutase da glutationa (GR, EC 1.6.4.2) (CARLBERG e 

MANNERVIK, 1985); 

Os homogenatos foram então centrifugados a 12.000 x g por 15 min, a 4ºC e os 

sobrenadantes utilizados como extrato enzimático bruto. As atividades enzimáticas foram 

determinadas pela adição do extrato aos seguintes meios de reação: 

• Tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-nitro 

tetrazólio (NBT) 75 µm, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 µm, para SOD 

(GIANNOPOLITIS e RIES, 1977) ; 

• Tampão fosfato de potássio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H2O2 2 mM, 

para POX (PEIXOTO et al., 1999);  
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• Tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 6,0, ácido ascórbico 0,8 mM e H2O2 1 

mM, para APX (PEIXOTO et al., 1999); 

• Tampão fosfato de potássio 50 mM e H2O2 12,5 mM, para CAT (PEIXOTO et 

al., 1999); 

• Tampão fosfato de potássio 0,1 M, pH 7,5, EDTA 1 mM, GSSG 1 mM e NADPH 

0,1 mM, para GR (CARLBERG e MANNERVIK, 1985); 

Para determinação da atividade da SOD, as amostras foram iluminadas por 5 min 

e a absorbância medida a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade 

de enzima necessária para reduzir em 50% a fotorredução do NBT (GIANNOPOLITIS e 

RIES, 1977). As atividades das enzimas POX, APX, CAT, GR foram estimadas pela 

leitura da absorbância a cada 10 segundos durante os dois primeiros minutos de reação. 

Os seguintes coeficientes de extinção molar foram utilizados: POX (420 nm, ε: 2,47 mM-

1 cm-1), APX (290 nm, ε: 2,8 mM-1 cm-1), CAT (240 nm, ε: 36 M-1 cm-1) (PEIXOTO et 

al., 1999), GR (340 nm, ε: 6,22 mM-1 cm-1) (CARLBERG e MANNERVIK, 1985).  

 

3.5.3. Metabólitos 

 Os teores de açúcares e prolina foram determinados através de extração a quente 

(CARILLO e GIBON, 2011) adaptada. Resumidamente, 100 mg de tecido vegetal foram 

maceradas com nitrogênio líquido, e adicionadas 2 ml de etanol 98%, este material foi 

transferido para tubos de rosca e submetidos a banho-maria 80°C por 20 minutos, após 

foram resfriados a temperatura ambiente e centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos 

sendo o sobrenadante reservado, e o pellet submetido duas outras extrações semelhantes 

a primeira com etanol 80 e 50% respectivamente, sendo os sobrenadantes das três 

extrações acondicionados em um único recipiente, e estocados a – 20°C.  

O açúcar solúvel total foi determinado com base no método dado por  DUBOIS 

et al., (1951). Em que 1 ml do extrato etanólico acima foi  misturado com 1 ml de 18% 

de fenol e água destilada e depois deixado em repouso à temperatura ambiente durante 

uma hora. Finalmente, foram adicionados 5 ml de ácido sulfúrico e toda a mistura foi 

submetida a vortex. A absorvância foi lida a 490 nm no espectrofotômetro. O etanol 80% 

foi usado como amostra em branco. 

O meio de reação da prolina foi preparado de acordo com (BATES, L. S., 

WALDREN, R & TEARE, 1973), sendo constituído de 2,5 g de ninidrina, 60 ml de ácido 

acético glacial e 40 ml de ácido fosfórico 6 M. A reação foi conduzida através da adição 
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100 μl do meio de reação e 50 μl do extrato etanólico em tubos de rosca que foram 

vedados e posteriormente colocados em banho-maria a 95ºC por 20 min; após o 

resfriamento a temperatura ambiente eles foram centrifugados rapidamente (2500 rpm, 

durante 1 min); e transferido 100 μl da mistura para a microplaca com leitura a 520 nm.  

O conteúdo de prolina foi determinado através de curva padrão com concentrações 

de prolina variando de 0,04 a 1 mmol, e calculado conforme a equação a seguir: 

𝑃𝑟𝑜𝑙𝑖𝑛𝑒 (µmol. g−1𝐹𝑊)  

= (𝐴𝑏𝑠𝐸𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 − 𝐵𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)/𝜀 ∗ 𝑉𝑜𝑙𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜/𝑉𝑜𝑙𝑎𝑙𝑖𝑞𝑢𝑜𝑡𝑎*(1/FW)   

Em que, Abs. extrato é a absorbância determinada com o extrato, o branco 

(expresso como absorbância) e ε (expresso como absorbância∙nmol-1) são determinados 

por regressão linear, Vol. extrato é o volume total do extrato e Vol. Alíquota é o volume 

utilizado no ensaio, FW (expresso em mg) é o valor de material vegetal utilizado. 

 

3.6. Análise Estatística 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso (DIC); as 

plântulas de Baru foram submetidas a regimes hídricos diferenciais e cada tratamento teve 

oito repetições. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e 

as médias calculadas pelo teste SNK (Student Newman Keuls), a 5% de probabilidade.  

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa estatístico 

SISVAR 5.6 (DEX/UFLA). 

 

4. RESULTADOS 

4.1. Relações hídricas 

O evento de restrição de hídrica alterou o teor de agua (TA) dos tratamentos; 

conforme esperado os maiores valores foram apresentados pelo tratamento controle e os 

menores apresentados pelos tratamentos em déficit hídrico, sendo que estes não diferiram 

estatisticamente entre si (Fig. 1 A). Os resultados de potencial hídrico na antemanhã (Ѱam) 

corroboram com os resultados de TA, apresentando padrão inverso de comportamento 

entre os tratamentos, os menores valores foram apresentados pelos tratamentos em déficit 

hídrico e o menor potencial apresentado pelo controle (Fig. 1 B). 

A transpiração diária (Ed) apresentou maiores valores para o tratamento controle 

e o menor valor para o tratamento com 1 ciclo de seca, por sua vez o tratamento com três 
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ciclos de seca apresentou comportamento intermediário com valores comparáveis aos 

outros dois tratamentos (Fig. 1 C). 
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Figura 1 - Teor de Água (TA) (A), Potencial Hídrico antemanhã (Ѱam) (B), Transpiração diurna (Ed) (C). 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste SNK (P ≤ 0,05). 

 

4.2. Análises morfológicas e índice de tolerância a seca 

A exposição das plantas de Baru aos ciclos repetidos de seca não alterou a sua 

produção de biomassa, sendo observados valores semelhantes para Área Foliar Específica 

(AFE), Matéria Seca da Parte Aérea (MSPA) e Matéria Seca de Raízes (MSR) entre os 

três tratamentos (Fig. 2 A-C). Estes resultados podem ter ocorrido em função da ausência 

de lapso temporal de avaliação compatível com o necessário para o aparecimento destas 

alterações. 

 De modo diferente o ITS apresentou melhores resultados para os tratamentos 

controle e três ciclos de seca, destoando do resultado apresentado pelo tratamento com 

somente um ciclo de seca (Fig. 2 D). Observa-se que estes valores são consoantes com os 

apresentados pela taxa de assimilação liquida de carbono (A), parâmetro utilizado para 

sua determinação.  
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Figura 2 - Área foliar especifica (AFE) (A), Índice de tolerância a seca (ITS) (B), Matéria seca parte aérea 

(MSPA) (C), Matéria seca raízes (MSR) (D). Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo 

teste SNK (P ≤ 0,05). 

 

4.3. Anatomia foliar 

Em relação a anatomia foliar, não foram observadas alterações significativas em 

praticamente nenhum dos elementos analisados, sendo que os parâmetros Densidade 

Estomática (DE), Índice estomático (IE) e Condutância Estomática Máxima (gwmax) 

permaneceram semelhantes ao controle em todos os tratamentos analisados (Fig. 3 A-C). 

Em relação à densidade de venação (Fig. 3 D), observou-se incremento tanto nas plantas 

submetidas a um ciclo quanto naquelas submetidas a três ciclos de seca, embora entre os 

ciclos de seca a densidade de venação não tenha se alterado. Neste ponto, vale informar 

que houve a perda de folhas após cada ciclo de seca, semelhante ao indicado por 

BASSINE (2008), e os dados em análise foram mensurados conforme se observa na 

figura 4, após a troca de folhas. 

Para condutividade hidráulica foliar (Kleaf), os tratamentos controle e três ciclos 

de seca apresentaram valores estatisticamente semelhantes entre si, e diferentes do 

tratamento com um ciclo de seca, no qual foi observado valor notavelmente menor (Fig. 

3 E). 
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Figura 3 - Densidade estomática (DE) (A), Índice estomático (IE) (B), Condutância estomática máxima 

(gwmax) (C), Densidade de venação (D), Condutividade Hidráulica Foliar (Kleaf) (E). Médias seguidas 

pela mesma letra não diferem entre si pelo teste SNK (P ≤ 0,05). 
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Figura 4 – Folha clarificada utilizada na aferição da densidade de venação (A), Folha vetorizada no ImageJ 

para cálculo do comprimento das nervuras e área foliar (B); Imagem microscópica utilizada nos parâmetros 

de anatomia foliar (C). 

 

 

4.4. Trocas Gasosas e pigmentos fotossintéticos 

A exposição ao déficit hídrico afetou praticamente todos os parâmetros de trocas 

gasosas analisados. A assimilação liquida de carbono (A), que representa um processo 

central no metabolismo da planta, por exemplo, foi similar no controle e nas plantas 

expostas a três ciclos de seca, enquanto no tratamento com um ciclo de seca, observou-

se queda acentuada em função do evento estressante (Fig. 5 A). A concentração interna 

de CO2 (Ci), por sua vez, foi maior nos tratamentos controle e 1 ciclo de seca, sendo menor 

no tratamento com três ciclos de seca. Comportamento oposto foi observado em relação 

à taxa transpiratória foliar (E), variando significativamente entre os três tratamentos, 

sendo que, conforme esperado, o maior valor foi encontrado no controle, que dispunha 

de ampla disponibilidade hídrica, sendo seguido pelo tratamento com três ciclos de seca 

e os menores valores apresentados pelo tratamento com um ciclo de seca (Fig. 5 B-C). O 

mesmo padrão de resposta foi observado em relação à condutância estomática (gs), sendo 

os maiores valores apresentados pelo controle, seguido pelo tratamento com três ciclos e 

pelo tratamento com apenas um ciclo de seca (Fig. 5D). 

A velocidade máxima de carboxilação da Rubisco (Vcmax) variou estatisticamente 

entre os tratamentos, e o tratamento com um ciclo de seca apresentou forte queda na 

velocidade de carboxilação e o tratamento com três ciclos de seca manteve sua capacidade 

carboxilativa semelhante ao tratamento controle (Fig. 5 E). 
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A relação entre a atividade fotossintética e a taxa transpiratória, parâmetro que 

que determina a eficiência do uso da água (A/E) (Fig. 5 F), não apresentou variação entre 

os tratamentos. 
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Figura 5 - Taxa de assimilação líquida de carbono (A) (A), Concentração interna de CO2 (Ci) (B), Taxa 

transpiratória (E) (C), Condutância estomática (gs) (D), Velocidade máxima de carboxilação da Rubisco 

(Vcmax) (E), Eficiência do uso da água (A/E) (F), Respiração Noturna (Rn) (G), Respiração mitocondrial 

diurna (Rd) (H). Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste SNK (P ≤ 0,05). 
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Em relação à respiração noturna e mitocondrial, os maiores valores foram 

observados nas plantas submetidas a apenas um ciclo de seca (Fig. 5 G-H). De fato, nesse 

tratamento os valores obtidos foram superiores ao dobro dos apresentados para os 

tratamentos controle e três ciclos de seca. Não foram observadas diferenças estatísticas 

entre as plantas do controle e as plantas submetidas a três ciclos de restrição hídrica.  

Destoando dos parâmetros ligados as trocas gasosas, a concentração de clorofilas 

a e b não diferiu estatisticamente entre os tratamentos analisados (Fig. 6 A-B). De forma 

similar, o rendimento quântico potencial do fotossistema II (Fv/Fm) não apresentou 

diferença estatística entre os tratamentos, conforme se observa na figura 6 C. 
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Figura 6 -. Clorofila A (A), Clorofila B (B), Rendimento quântico potencial do fotossistema II (FV/FM) 

(C). Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste SNK (P ≤ 0,05). 

 

 

4.5. Danos celulares 

A exposição das plantas a apenas um ciclo de seca aumentou a geração de espécies 

reativas de oxigênio nas células, como pode ser evidenciado pelo incremento na 

concentração de peróxido de hidrogênio (Fig. 7A). Esse acúmulo de EROs teve efeito 

danoso sobre as membranas de D. alata (Fig. 7 B), embora não tenham sido observadas 

alterações na concentração do indicador de peroxidação de lipídios aldeído malônico 

(MDA) (Fig. 7 C). É interessante observar, no entanto, que quando as plantas foram 
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submetidas a três ciclos de seca esses danos foram atenuados, sendo que os valores 

encontrados para a concentração de peróxido de hidrogênio, extravasamento de eletrólitos 

e a concentração de MDA foram significativamente iguais ao controle (Fig. 7A-C). 
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Figura 7 -  Peróxido de Hidrogênio (H2O2) (A), Extravasamento de eletrólitos (EL) (B), Aldeído Malônico 

(MDA) (C). Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste SNK (P ≤ 0,05). 
 

4.6. Enzimas do metabolismo antioxidante 

De modo geral, as enzimas do metabolismo antioxidante, com exceção da 

peroxidase (APX) e catalase (CAT), foram responsivas ao tratamento com restrição 

hídrica (Fig. 8 A-E). As principais alterações foram observadas nas plantas expostas a 

três ciclos de seca, as quais apresentaram maiores atividades para as enzimas peroxidase 

(POX), glutationa redutase (GR) e superóxido dismutase (SOD), sendo que os 

tratamentos controle e um ciclo de seca apresentaram atividades estatisticamente iguais 

para todas as enzimas avaliadas. 
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Figura 8 - Peroxidase (POX) (A), Glutationa redutase (GR) (B), Superóxido Dismutase (SOD) (C) Catalase 

(CAT) (D), Ascorbato peroxidase (APX) (E). Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo 

teste SNK (P ≤ 0,05). 

 

4.7. Metabólitos 

A concentração de açúcares solúveis totais apresentou variação estatística entre 

os tratamentos com um  e três ciclos de seca, os maiores valores foram apresentados pelo 

tratamento com um ciclo de seca e os menores foram apresentados pelo tratamento com 

três ciclos; por sua vez o tratamento controle apresentou valores intermediários sendo 

comparáveis com os dois tratamentos de déficit hídrico (Fig. 9 A). A concentração de 

prolina não apresentou variação estatística entre os tratamentos (Fig. 9 B). 
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Figura 9 -. Açúcares solúveis totais (A), Prolina (B). Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre 

si pelo teste SNK (P ≤ 0,05). 
 

5. DISCUSSÃO 

Os ambientes naturais são ecossistemas dinâmicos, nos quais as plantas estão 

frequentemente sujeitas a estresses recorrentes. Nesse contexto, a aclimatação diferencial 

das plantas, ou ainda, a memória ao estresse, representa um fator crucial a ser considerado 

em programas de conservação. Apesar disso, apenas recentemente esse aspecto começou 

a ser avaliado em estudos sobre seca e, até o momento, apenas culturas comerciais foram 

analisadas (SILVA et al., 2017; WALTER et al., 2011). No presente trabalho, 

caracterizou –se resposta diferencial de Dipteryx alata Vogel (Baru) exposta a diferentes 

ciclos de seca, sugerindo a existência de um mecanismo de memória em plantas nativas 

do cerrado. De fato, a exposição das mudas de Baru à seca produziu diversas alterações, 

principalmente nos parâmetros fisiológicos e bioquímicos, sendo que essas alterações 

foram marcadamente diferentes quando o déficit hídrico foi imposto como um evento 

isolado ou quando as plantas foram submetidas a ciclos de seca. De forma geral, os 

resultados obtidos indicam maior tolerância das plantas quando submetidas a três ciclos 

de seca, contrapondo a possibilidade de sensibilidade aos ciclos repetidos de déficit 

hídrico e sugerindo a existência de um mecanismo de aclimatação diferencial responsável 

pela melhoria de desempenho frente ao evento estressante. 

Com vistas às relações hídricas, os resultados obtidos são condizentes com os 

esperados (CHAVARRIA e DOS SANTOS, 2012; LI e LIU, 2016), em que o tratamento 

controle apresentou maior teor de água e maior potencial hídrico em relação aos 

tratamentos sob déficit hídrico. A queda no teor de água e no potencial hídrico é uma 

resposta típica de plantas expostas à restrição hídrica (FRANÇA et al., 2017; MARTINS 

et al., 2017; SILVA, 2017) e pode comprometer severamente o crescimento e o 

desenvolvimento vegetal se não vier acompanhada de outras alterações capazes de manter 
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os principais processos do metabolismo vegetal. É interessante observar, no entanto, que 

embora o teor de água e o potencial hídrico não tenham variado entre os ciclos de déficit 

hídrico, o índice de tolerância à seca foi notavelmente superior nas plantas submetidas a 

três ciclos de estresse, quando comparadas com as expostas a somente um ciclo de seca. 

Estratégias de tolerância à seca incluem dois mecanismos contrastantes, o atraso na 

dessecação e a tolerância à dessecação (TYREE et al., 2003). O atraso na dessecação dos 

tecidos envolve características que aumentam o acesso à água e reduzem a perda de água, 

auxiliando a manter o potencial hídrico. A tolerância à dessecação, por outro lado, baseia-

se na capacidade da planta em manter suas funções metabólicas apesar da perda de água 

(KURSAR et al., 2009). Dessa forma, os dados disponíveis permitem caracterizar o Baru 

como tolerante à dessecação, sendo que essa característica se torna mais marcante após a 

exposição a três ciclos de seca. De forma geral, diferentes estudos demonstraram que 

espécies tolerantes à dessecação, também chamadas de anisoídricas, apresentam maiores 

taxas de sobrevivência quando expostas a secas severas e prolongadas  (BALTZER et al., 

2008; KURSAR et al., 2009; MCDOWELL et al., 2008).  

A ausência de alterações morfoanatômicas nas plantas submetidas a um ou a três 

ciclos de seca é um indicativo de que os períodos de seca enfrentados pelas plantas foram 

longos o suficiente para causar alterações fisiológicas e bioquímicas, porém curtos o 

bastante para possibilitar ajustes anatômicos. De fato, trabalhos realizados com Gabiroba 

(BELO, 2011), Mutambo (QUINTÃO SCALON et al., 2011), Cagaita (CAMPOS, 2016) 

e com o próprio Baru (PESSOA, 2010) conseguiram encontrar diferenças entre variáveis 

morfoanatômicas somente a partir dos doze primeiros dias de déficit hídrico. É importante 

considerar, ainda, que essa ausência de variação entre os tratamentos pode também ser 

pelo processo de adaptação morfoanatômica da planta ao bioma cerrado. Estudos 

realizados por BULHÃO e FIGUEIREDO (2008) indicaram que plantas do cerrado 

apresentam considerável plasticidade fenotípica e, apesar de serem consideradas sempre 

verdes (mantém suas folhas durante o período de seca), muitas vezes podem adotar 

estratégias decíduas frente aos eventos estressantes, como foi observado neste trabalho; e 

embora tenha havido a troca dos tecidos, a persistência das características 

morfoanatômicas pode estar relacionada a adaptação ecofisiológica das plantas ao cerrado 

(HÄMMERLE, 2006; RONQUIM e CONCEIÇÃO, 2011), as quais permitiriam uma 

rápida resposta quando da ocorrência de chuvas (DE MATTOS et al., 2002). 

Alterações morfoanatômicas relacionadas ao aprofundamento de raízes, 

diminuição do número e tamanho dos estômatos e diminuição da área foliar específica 
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são respostas marcadamente conhecidas como estratégias de retardo ao dessecamento dos 

tecidos (BASU et al., 2016; SOUROUR et al., 2017). A ausência de variação nesses 

parâmetros no presente estudo, associada com a ocorrência de significativas alterações 

em parâmetros fisiológicos e bioquímicos, reforça a hipótese levantada por diversos 

autores de que a resposta mais eficaz observada em plantas após ciclos sucessivos de seca 

é oriunda de processos epigenéticos que retiveram a informação sobre a seca e permitiram 

a expressão de uma resposta mais rápida e/ou mais intensa, e não a ajustes na morfologia 

e na anatomia das plantas (AVRAMOVA, 2015; KINOSHITA e SEKI, 2014; LÄMKE e 

BÄURLE, 2017). 

Dentre os vários parâmetros morfoanatômicos avaliados, o único que se alterou 

foi a densidade de venação, que foi maior nas plantas submetidas à seca do que no 

controle. Cabe ressaltar, no entanto, que entre os ciclos de seca não houve diferença nesse 

parâmetro, de forma que ele não está relacionado com o maior índice de tolerância 

observado após três ciclos sucessivos de restrição hídrica. A venação foliar corresponde 

ao sistema de irrigação da folha, altamente estruturado e eficiente, sendo determinado, 

principalmente, pelo comprimento das nervuras por unidade de área (TABASSUM et al., 

2016). A densidade de venação pode, portanto, influenciar substancialmente a 

condutividade hidráulica foliar (Kleaf), o que, por sua vez, está relacionado com o grau de 

abertura estomática e com a taxa fotossintética (SACK et al., 2008). Com efeito, uma alta 

densidade de venação representa vias xilemáticas mais numerosas por unidade de área e 

também vias mais curtas para o movimento de água do xilema até os estômatos. Além 

disso, já foi demonstrado que maior densidade de venação reduz a vulnerabilidade 

hidráulica e a ocorrência de cavitação (SCOFFONI et al., 2011), fatores que, em conjunto, 

contribuem para a manutenção de Kleaf, sobretudo em condições de baixa disponibilidade 

hídrica. Curiosamente, a manutenção de Kleaf ocorreu apenas nas plantas expostas a três 

ciclos de seca, e demonstra que a atividade de um terceiro elemento de controle hídrico, 

como por exemplo maior expressão das aquaporinas (WANG et al., 2017), pode ter sido 

determinante para manter a condutividade hidráulica nesse tratamento.  

A fotossíntese é um processo chave que integra o status fisiológico da planta. 

Embora o déficit hídrico não tenha comprometido o rendimento quântico do fotossistema 

II (Fv/Fm) ou interferido na concentração de clorofilas, a taxa de assimilação líquida de 

carbono (A) caiu consideravelmente quando as plantas foram submetidas a um único ciclo 

de seca, sendo restaurada nas plantas que passaram por três ciclos de seca.  A queda 

observada nas plantas que passaram por apenas um ciclo de déficit hídrico pode ser 
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explicada pela associação de diferentes fatores que estão interligados entre si, como a 

condutividade hidráulica foliar, inibição das enzimas do ciclo de Calvin e a diminuição 

na condutividade estomática (gs), indicando a ocorrência tanto de limitações bioquímicas 

quanto limitações difusivas (BAI et al., 2008; OSAKABE et al., 2014). Com efeito, o 

fechamento estomático é uma das primeiras respostas das plantas sob estresse hídrico 

(BRODRIBB e HOLBROOK, 2003; LE et al., 2011), fator que diminui a taxa 

transpiratória e restringe a perda de água para o ambiente mas, ao mesmo tempo, limita a 

entrada do CO2, diminuindo, portanto, a disponibilidade de substrato para a Rubisco. 

Contudo, apesar da marcante queda em gs, as plantas submetidas a um ciclo de seca 

apresentaram valores para a concentração interna de CO2 (Ci) estatisticamente iguais ao 

controle, indicando que o pouco CO2 que entrava na câmara subestomática não estava 

sendo fixado pelas enzimas do ciclo de Calvin, as quais são sensíveis ao evento de seca, 

em especial a Rubisco (FLEXAS et al., 2006). Esta observação é condizente e 

fundamentada nos resultados de Vcmax, parâmetro que indica a velocidade de carboxilação 

da Rubisco e é uma função do produto entre a concentração da Rubisco, o estado de 

ativação e a atividade catalítica (Kcat), expondo, portanto, a ocorrência de 

comprometimento na atividade ótima dessa enzima (DE KAUWE et al., 2016). 

Ao contrário do observado para as plantas expostas a apenas um ciclo de seca, 

após três ciclos recorrentes de déficit hídrico a fotossíntese do Baru foi restaurada, sendo 

estatisticamente igual a observada no controle. Um fator que pode ter contribuído 

sobremaneira para a recuperação da capacidade fotossintética das plantas do ciclo três foi 

a manutenção de Kleaf, o que, por sua vez, permitiu maior abertura estomática em 

comparação com as plantas de um ciclo. Diversos estudos já demonstraram que gs e, 

consequentemente, as taxas de fotossíntese, estão diretamente relacionadas com a 

capacidade de uma planta em transportar água das raízes até os tecidos transpirantes 

(SANTIAGO et al., 2004). Nesse sentido, a condutividade hidráulica foliar (Kleaf) é 

considerada fator preponderante para a manutenção do processo fotossintético (SACK E 

SCOFFONI, 2013), uma vez que, para algumas espécies, cerca de 70% da resistência 

total ao transporte de água ao longo da planta se encontra nas folhas. Em adição, os 

valores de Ci e Vcmax nas plantas de três ciclos evidenciam alta atividade das enzimas 

envolvidas na fixação do carbono. 

O processo de respiração está intimamente vinculado à capacidade fotossintética 

das espécies vegetais. Essa relação intrínseca entre os dois processos é facilmente 

observada em plantas transgênicas, nas quais constatou-se que a alteração do 
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metabolismo respiratório afeta o comportamento fotossintético (NUNES-NESI et al., 

2005). Embora em condições normais aproximadamente metade do carbono assimilado 

pela fotossíntese seja perdido na respiração, este balanço pode ser alterado em condições 

de restrição hídrica (FLEXAS et al., 2005). O presente estudo reforça essas afirmações, 

uma vez que a queda na taxa de fixação de carbono observada no Baru, submetido a um 

ciclo de seca, foi acompanhada por incrementos nas taxas respiratórias, similarmente ao 

que já foi encontrado para outras espécies vegetais em condições de seca, promovendo 

um balanço de carbono negativo (FLEXAS et al., 2005; GHASHGHAIE et al., 2001). O 

aumento da respiração das plantas em condição de seca tem sido associado com o maior 

direcionamento de esqueletos de carbono para mecanismos de defesa e/ou reparo de 

estruturas celulares danificadas em função do estresse, representando, portanto, uma 

estratégia de defesa das plantas em resposta à restrição hídrica (FLEXAS et al., 2005). 

Contudo, uma vez que não foram observadas alterações na concentração de açúcares 

solúveis totais, é possível que os substratos para a respiração estivessem sendo supridos 

pelo evento de senescência foliar observado nas plantas do ciclo 1, ou ainda, por reservas 

de amido nas folhas e nas raízes (SILVA et al., 2013). Cabe ressaltar, no entanto, que em 

longo prazo esse aumento na respiração pode exaurir as reservas da planta, já que ele não 

foi acompanhado por ganhos na fotossíntese. Nas plantas submetidas a três ciclos de seca, 

por sua vez, não foram observadas alterações nem na fotossíntese nem na respiração, de 

forma que essas plantas foram capazes de manter sua homeostase celular mesmo em 

condição de déficit hídrico, o que provavelmente envolveu ajustes em outros processos 

metabólicos, como o sistema antioxidante da célula, como será discutido a seguir. 

O comprometimento dos processos metabólicos vegetais como consequência da 

exposição a estresses abióticos, comumente resulta no aumento na formação de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), as quais apresentam alta reatividade bioquímica e causam 

danos as principais macromoléculas celulares, como ácidos nucleicos, enzimas e lipídeos 

de membrana (CHOUDHARY et al., 2012). Dentre as EROs mais comuns nas células 

vegetais cita-se aqui o peróxido de hidrogênio (H2O2), que pode atravessar membranas, 

ser convertido em formas mais reativas e inativar enzimas através da oxidação de seus 

grupos tiol (GADJEV et al., 2008). Apenas as plantas submetidas a um ciclo de seca 

apresentaram incrementos na concentração de H2O2, refletindo em danos nas membranas 

celulares, como foi constatado pelo aumento no extravasamento de eletrólitos. 

Surpreendentemente, não foram observadas alterações na concentração de MDA em 

nenhum dos tratamentos analisados, podendo ser consequência das limitações das 
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técnicas usualmente utilizadas na quantificação do MDA, as quais nem sempre 

possibilitam que essa molécula seja utilizada de forma confiável como um marcador de 

estresse oxidativo (YONNY et al., 2017). 

Em contraste ao obtido para as plantas expostas uma única vez à seca, nas plantas 

submetidas a três ciclos de déficit hídrico observou-se ausência de danos às membranas 

celulares, bem como a manutenção da concentração de EROS, o que provavelmente foi 

resultado da maior atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), 

peroxidase (POX) e glutationa redutase (GR); este conjunto de respostas demonstra a 

capacidade superior de desintoxicação de EROs destas plantas, pois a SOD é considerada 

a primeira linha de defesa frente ao estresse oxidativo, sendo responsável por realizar a 

dismutação do radical superóxido (O2
•-) em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio 

molecular (BARBOSA et al., 2014; NASCIMENTO e BARRIGOSSI, 2014). Por sua 

vez, as POX catalizam a redução do H2O2, utilizando-o como oxidante e compostos de 

natureza fenólica como doadores de elétrons; e a GR atua intermediando o processo não 

enzimático de eliminação de EROs do ciclo ascorbato-glutationa, através da regeneração 

de glutationa reduzida (GSH), a qual será utilizada para regenerar o ácido ascórbico 

(AsA), substrato necessário a redução do H2O2 (BARBOSA et al., 2014). Para este mesmo 

conjunto enzimático as plantas expostas ao primeiro ciclo de seca apresentaram 

resultados estatisticamente semelhantes ao tratamento controle, indicando que a atividade 

de suas enzimas ainda era insipiente. 

Por fim, a concentração dos solutos osmocompatíveis como a prolina e os 

açúcares, são importantes ferramentas de ajustes do potencial osmótico celular com vistas 

a maior capacidade de obtenção de água pelo tecido vegetal (DIAZ et al., 1999), além de 

possuírem outras funções, como reserva energética e potencial antioxidante 

(CHAVARRIA e DOS SANTOS, 2012). Embora o ajustamento osmótico seja importante 

estratégia empregada por diferentes plantas em condições de seca, no presente trabalho o 

conteúdo de prolina não variou entre os tratamentos observados; este resultado pode ser 

pela adoção de outras estratégias de resposta à seca, ou aos elevados desvios padrões 

observados dentro dos tratamentos. É importante salientar, ainda, que diversos 

metabólitos diferentes podem estar envolvidos no ajustamento osmótico, de forma que a 

manutenção da concentração da prolina não necessariamente evidencia a ausência de 

ajustamento osmótico (SERVILLO et al., 2011).  

Pelos requisitos indicados em diversos estudos (CRISP et al., 2016; FLETA-

SORIANO e MUNNÉ-BOSCH, 2016; OGLE e BARBER, 2016; WALTER et al., 2011; 
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WEINHOLD, 2018), o conjunto de resultados relacionados a melhoria nas trocas gasosas, 

atividade de enzimas antioxidantes e condutividade hidráulica foliar, bem como os 

indicadores de danos celulares (H2O2 e EL) expressados diferencialmente podem ser 

considerados um evento de memória a seca. 

 

6. CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos permitem concluir que o Baru (Dipteryx alata Vogel) não 

apresenta sensibilidade a eventos recorrentes de restrição hídrica, pois as plantas expostas 

a três ciclos de seca apresentaram, para a absoluta maioria dos parâmetros aqui avaliados, 

resultados semelhantes aos das plantas controle e superiores aos das plantas expostas ao 

primeiro evento de restrição hídrica. A existência em nível de planta de maior capacidade 

de resposta à seca ficou evidenciada na sincronia e na complementaridade das respostas 

obtidas nos diversos parâmetros analisados. Com efeito, a exposição das plantas ao déficit 

hídrico de forma recorrente foi capaz de aumentar o índice de tolerância à seca, o que 

envolveu a manutenção de processos essenciais para a sobrevivência das plantas, como a 

fotossíntese, a respiração e a condutividade hidráulica foliar. Adicionalmente, as plantas 

expostas a três ciclos também mantiveram a concentração de espécies reativas de 

oxigênio em níveis normais e não apresentaram indícios de danos às membranas, 

provavelmente como consequência da atuação mais efetiva das enzimas do metabolismo 

antioxidante. É importante ressaltar que, até onde foi possível averiguar, esse é o primeiro 

estudo que analisa o efeito dos ciclos de déficit hídrico em uma planta nativa do Brasil, 

evidenciando a existência da memória ao estresse em plantas do cerrado. É provável que 

esse mecanismo seja uma função do ambiente nos quais essas plantas evoluíram, o 

cerrado, um bioma no qual eventos intensos e recorrentes de seca são características 

intrínsecas. De fato, se a memória ao estresse também for observada nas demais espécies 

do cerrado, isso pode facilitar e beneficiar a manutenção da biodiversidade em um cenário 

de alterações climáticas. Contudo, espécies de outros biomas, que não evoluíram nas 

mesmas condições climáticas das plantas nativas do cerrado, podem apresentar um 

comportamento completamente contrastante, sendo necessário que estudos também 

sejam realizados em formações vegetais com características distintivas a fim de averiguar 

o impacto das mudanças climáticas sobre essas espécies. 
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