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RESUMO

Croton floribundus e C. urucurana sdo comumente utilizadas em restauracéo de florestas, além
de possuirem importancia medicinal, devido a producdo de metabolitos secundarios bioativos.
Ocorrem em locais com diferentes disponibilidades hidricas do solo, o que pode interferir direta
ou indiretamente em seus metabolismos. Com isso, nosso objetivo foi avaliar aspectos do
metabolismo primario e secundario dessas duas espécies de Croton sob estresse hidrico (déficit
e alagamento) e investigar suas capacidades de recuperacao apos o alagamento. No capitulo 1
objetivamos avaliar alteracfes metabdlicas relacionadas a fotossintese e defesa antioxidante das
duas espécies de Croton sob diferentes capacidades de retencao de dgua do solo (CRAs - 25%,
50%, 75% e 100%) e tempos de avaliacao (30, 60 e 90 dias). Todas as plantas de C. floribundus
cultivadas sob 25% de CRAs morreram antes da avaliacdo dos 30 dias. Sob 50% de CRASs as
plantas sobreviveram, mas ndo cresceram ao longo dos 90 dias, apresentando reducdo da
capacidade fotossintética, de metabolitos secundérios e de sua atividade antioxidante, bem
como aumento de prolina e da atividade de enzimas antioxidantes. As plantas de C. urucurana
sobreviveram sob 25% de CRASs, mas ndo cresceram. Sob 25 e 50% de CRAs a capacidade
fotossintética reduziu significativamente até os 90 dias. As plantas sob 25% de CRAs
apresentaram maior reducdo na quantidade de metabdlitos secundarios e na atividade
antioxidante, e aumento da atividade de enzimas antioxidantes até os 60 dias e posterior reducao
das enzimas aos 90 dias, com aumento de prolina. Ambas as espécies recuperaram o conteido
relativo de adgua nas folhas aos 90 dias. Nossos resultados demonstram que C. floribundus é
mais sensivel ao déficit hidrico, e que o aumento de prolina e da atividade de enzimas
antioxidantes podem contribuir para a tolerancia a seca em ambas as espécies de Croton,
contudo o déficit hidrico diminui o contetido de compostos secundarios em ambas as especies.
No capitulo 2, estudamos o efeito de diferentes tempos de exposicdo das plantas ao alagamento
em relacdo a sobrevivéncia e metabolismo primario e secundario das espécies, bem como o
potencial de recuperacdo apés cada periodo de alagamento. Diferentemente de C. urucurana,
as plantas de C. floribundus sobreviveram ao alagamento apenas por 60 dias e ao pés-
alagamento desse periodo. Em ambas as espécies, o alagamento reduziu a capacidade
fotossintética, a eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il e limitou o crescimento da parte aérea
e da raiz, entretanto, esses parametros indicaram recuperacdo das plantas no pos-alagamento.
Adicionalmente, o alagamento aumentou o teor dos metabdlitos secundarios, a atividade
antioxidante, o conteudo de prolina e a atividade das enzimas antioxidantes. Em ambas as

espécies ndo houve aumento da atividade da enzima alcool desidrogenase. Assim, concluimos



que C. floribundus é mais sensivel ao alagamento quando comparada ao seu par congenérico,
que os mecanismos de adaptacdo ao alagamento estdo relacionados a plasticidade fenotipica
das espécies, incluindo a formacéo de lenticelas caulinares hipertréficas e raizes adventicias,
modificacdes do metabolismo primario e secundario, e producéo de moléculas protetoras como

a prolina.

Palavras-chave: inundacdo, seca, fotossintese, biomassa, compostos fendlicos, enzimas

antioxidantes, prolina.



ABSTRACT

Croton floribundus and C. urucurana are commonly used in forest restoration, in addition to
having medicinal importance, due to the production of bioactive secondary metabolites. They
occur in areas with different soil water availability, which can directly or indirectly interfere
with their metabolism. Our objective was to evaluate the primary and secondary metabolism of
these two Croton species under water stress (deficit and flooding), and to investigate their
recovery capacities after flooding. In Chapter 1, we evaluated the metabolic alterations related
to photosynthesis and antioxidant defense of the two Croton species under different soil water
holding capacities (WHC - 25%, 50%, 75%, and 100%) and evaluation times (30, 60, and 90
days). All C. floribundus plants grown under 25% of WHC died before the 30-day evaluation.
At 50% of WHC, the plants survived, but did not grow over the 90 days, showing reduced
photosynthetic capacity, reduced secondary metabolites and antioxidant activity, and increased
proline and antioxidant enzyme activity. C. urucurana plants survived at 25% of WHC, but did
not grow. Under 25 and 50% of WHC, the photosynthetic capacity was significantly reduced
up to 90 days. Plants grown at 25% of WHC showed a greater reduction in the amount of
secondary metabolites and antioxidant activity, increased activity of antioxidant enzymes up to
60 days, with subsequent reduction of enzymes at 90 days, with a rise in proline. Both species
recovered the relative water content in the leaves at 90 days. Our results demonstrate that C.
floribundus is more sensitive to water deficit, that the increase in proline and antioxidant
enzyme activity may contribute to drought tolerance in both Croton species, and that the water
deficit decreased the content of secondary compounds in both species. In Chapter 2, we studied
the effect of different periods of exposure of plants to flooding on their survival and primary
and secondary metabolism of species, as well as the potential for post-flood recovery. Unlike
C. urucurana, C. floribundus plants survived the flooding for only 60 days and the post-
flooding period. In both species, flooding reduced the photosynthetic capacity, photochemical
efficiency of photosystem 11 and limited the growth of the aerial part and roots; however, these
parameters indicated recovery of plants after flooding. Moreover, flooding increased the
content of secondary metabolites, antioxidant activity, proline, and the activity of antioxidant
enzymes. In both species, no increase was observed in the alcohol dehydrogenase enzyme
activity. Thus, C. floribundus is more sensitive to flooding compared to its congeneric pair, and
the mechanisms of adaptation to flooding are related to the phenotypic plasticity of the species,
including the formation of hypertrophic stem lenticels and adventitious roots, changes in

primary and secondary metabolism, and production of protective molecules such as proline.



Keywords: antioxidant enzymes, biomass, drought, flood, phenolic compounds,

photosynthesis, proline.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1  Das espécies estudadas

O género Croton é um dos maiores da familia Euphorbiaceae, com cerca de 1200
espécies amplamente distribuidas entre as Américas, Africa e Asia (CARUZO et al., 2019;
SALATINO et al., 2007). Estudos realizados com algumas espécies de Croton tém revelado
seu grande potencial para a farmacologia, devido a presenca de constituintes quimicos como
terpenoides, flavonoides e alcaloides (AQUINO et al., 2017; CORDEIRO et al., 2012; ROCHA
et al., 2008; COSTA et al., 2007). Além dos flavonoides, outros compostos fenélicos tém sido
frequentemente relatados, como os lignoides e as proantocianidinas (LOPES et al., 2012).

Além de apresentarem atividades farmacoldgicas, muitas espécies de Croton crescem,
predominantemente, em locais perturbados, tais como beira de estradas, margem de rios e
clareiras de matas (LIMA e PIRANI, 2008). Essas e outras caracteristicas ecolégicas, como 0
crescimento rapido, a producdo massiva de flores e frutos durante a maior parte do ano, fazem
dos membros do género candidatos ideais para a restauracdo de florestas degradadas
(DURIGAN et al., 2002).

Croton urucurana Baillon ¢ conhecida popularmente como sangra d’agua, pau de
sangue e urucurana. E uma arvore de crescimento rapido, podendo ser encontrada nos seguintes
dominios fitogeograficos: Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica. E abundante em diversas
formacdes florestais brasileiras, como Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Ombrofila, e
principalmente Floresta Ciliar ou de Galeria, e com ampla distribuicdo geografica, ocorrendo
no Norte (Acre, Amazonas, Para, Ronddnia, Tocantins), Nordeste (Alagoas, Bahia, Maranhdo),
Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espirito
Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parana, Santa Catarina, Rio Grande do
Sul) do Brasil (CORDEIRO et al., 2015). Tolera encharcamento e inundaces, mas ocorre
também em clareiras e bordas de mata, em terrenos secos de encosta, sendo resistente a geadas
fracas (DURIGAN et al., 2002). A espécie é utilizada em reflorestamentos com finalidade de
recuperacdo de areas, como sombreadora de espécies mais tardias, especialmente na
composicao de matas ciliares, em solos secos, mesmo em regides de cerraddo (DURIGAN et
al., 2002).

A espécie é etnofarmacologicamente usada como anti-hemorragica, anti-inflamatoria,
antisséptica, antiviral e cicatrizante (PASA et al., 2005; RANDAU et al., 2002). Cordeiro et al.
(2016) avaliaram o extrato metandlico da casca de C. urucurana e este apresentou atividade

anti-inflamatoria e antinociceptiva. Os autores concluiram que esses efeitos podem estar
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relacionados com a presenca de alcaloides e/ou flavonoides no extrato. Os flavonoides séo Uteis
no tratamento da inflamacé&o, principalmente devido a sua capacidade de regular a atividade de
enzimas e a sintese de substancias envolvidas nesse processo (COUTINHO et al., 2009). C.
urucurana também possui atividade antiaderente (BARBIERI et al., 2014), antiulcerogénica
(CORDEIRO et al., 2012), antifungica (GURGEL et al., 2005), antibacteriana (SOLDERA et
al., 2010), entre outras.

Croton floribundus Spreng, conhecida popularmente como capixingui, € uma planta
arborea cuja madeira é indicada para carpintaria e tabuado em geral (RAMOS et al., 2008). E
nativa do Brasil, ocorrendo na Mata Atlantica, em area antropica, Floresta Ciliar ou de Galeria,
Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Ombrofila. Tem ampla distribuicdo geografica,
ocorrendo no Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco), Centro-Oeste (Distrito
Federal, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parand) do Brasil (CORDEIRO et al., 2015). As flores sdo meliferas
e a arvore é til para composicéo de plantios mistos em reflorestamentos de areas degradadas,
em sistemas agroflorestais e silviagricolas (CARVALHO, 2014). Além disso, tem sido usada
como medicinal devido a presenca de metabolitos secundarios (NICODEMO et al., 2016).
Nesse contexto, Uchoa et al. (2013) isolaram dois tipos de diterpenos da raiz de C. floribundus
e estes apresentaram atividade citotoxica frente a linhagens de células tumorais.
Adicionalmente, Medina et al. (2009) avaliaram a atividade moluscicida dos extratos de C.

floribundus e os resultados indicaram gue as folhas e a casca apresentam agentes moluscicidas.

1.2 Estresse hidrico e metabolismo primario

As plantas em seu ambiente natural estdo sujeitas a condi¢Oes adversas, passando por
periodos de estresse breves ou duradouros (GURURANI et al., 2015; HENRIQUE et al., 2010).
Além disso, devido as mudangas climaticas globais, causadas por atividades antropogénicas,
como desmatamento e aumento do efeito estufa, a distribuicdo e a frequéncia das chuvas tém
variado nos ultimos anos, e isso pode afetar a atividade fisiologica das plantas em suas
diferentes fases de crescimento (MENEZES-SILVA et al., 2019).

Entre os habitats mais ameacados pelas mudancas climaticas, estdo os hotspots de
biodiversidade, como a Mata Atlantica, local de ocorréncia de C. urucurana e C.
floribundus. Apenas 11,6% da cobertura natural da vegetacdo permanecem, e em um estado
intensamente fragmentado, o que resulta em alta vulnerabilidade desse bioma as mudancas

climaticas (SCARANO e CEOTTO, 2015). Além disso, esses fragmentos ocorrem em declives
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acentuados, dominados por pedoformas concavas e convexas, capazes de alterar as condig¢oes
locais do microclima (MEDEIROS et al., 2020).

Outro hotspot de ocorréncia de C. urucurana € a savana brasileira (Cerrado). Esta é
composta de um mosaico de fisionomias que variam de campos abertos a florestas fechadas.
Mas ao contrario da vegetacdo tipica do Cerrado, onde arbustos e pequenas arvores sdo
submetidos a uma longa estacdo seca, florestas ribeirinhas e de galeria tém maior
disponibilidade de agua no solo ao longo do ano (KISSMANN et al., 2012). Nesse bioma, C.
urucurana € encontrada tanto em matas de galeria quanto em clareiras e bordas de matas e em
terrenos secos de encosta (DURIGAN et al., 2002), ocorrendo, portanto, em solos com
diferentes disponibilidades hidricas. Essas diferentes disponibilidades hidricas no solo podem
interferir direta ou indiretamente no metabolismo das plantas, e a compreensdo dos processos
fisioldgicos e dos mecanismos de adaptacdo e aclimatacdo a estresses ambientais é de grande
importancia para a agricultura e o ambiente (CAMPELDO et al., 2018).

Diante deste cenario, as adaptagdes morfofisioldgicas das plantas tém se tornado alvo
de pesquisas, entretanto, mais estudos Sdo necessarios, pois as espécies desenvolvem
caracteristicas préprias que podem influenciar no seu desenvolvimento. Além da variabilidade
genética, a adaptabilidade das plantas a condicfes de estresse é influenciada pela duracdo e
magnitude do mesmo (FAROOQ et al., 2014).

A 4gua é essencial para o desenvolvimento das plantas e sua falta ou excesso pode
causar estresse hidrico e a capacidade das plantas de tolerar a seca ou o alagamento envolve
mecanismos de aclimatacdo e adaptacdo que resultam de eventos integrados que ocorrem em
diferentes niveis de organizacdo. Em condic6es de baixa disponibilidade de agua no solo, varios
processos metabolicos das plantas podem ser influenciados. Se a planta perde 4gua a uma taxa
superior a sua capacidade de absorcao e transporte, o potencial hidrico da folha diminui, ocorre
fechamento dos estbmatos, reducdo da condutancia estomatica e transpiracdo, e reducdo da
fotossintese, resultando no declinio da taxa de crescimento (SASANI et al., 2021; PADILHA
etal., 2016; ALBUQUERQUE et al., 2013; SCALON et al., 2011).

Quando a queda fotossintética é atribuida & limitacdo estomatica, ocorre um declinio na
concentracdo interna de CO2 (Ci), devido a menor capacidade da planta de obté-lo, em
contrapartida, se a Ci aumenta concomitantemente ao declinio na taxa de fotossintese, as
mudancas na fotossintese sdo atribuidas principalmente a limitacdo nao estomatica (L1U et al.,
2014). No caso de limitagbes ndo estomaéticas, a fotossintese pode diminuir por diferentes
fatores, tais como, pela diminuigéo do teor e da atividade da enzima ribulose 1,5 bisfosfato

carboxilase/oxigenase (Rubisco), pela diminuicdo dos pigmentos fotossintéticos, como
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clorofila e carotenoides, inibicdo do transporte fotossintético de elétrons e da fosforilacéo
fotossintética, desordens metabolicas de oxigénio ativo, aumento de etileno e outros hormonios
(LIU et al., 2014; SILVA et al., 2014).

Em algumas plantas lenhosas, que apresentam fortes reducdes em condutancia
estomatica e transpiragdo quando expostas ao déficit hidrico, a ascensdo de seiva pode ser
favorecida pela sintese ou pelo acimulo de solutos osmoticamente ativos nas células. Dentre
eles, destacam-se a prolina e outros aminoacidos (KUDOYAROVA et al., 2013; REDDY et
al., 2004; TAMURA et al., 2003). A prolina é conhecida como agente osmorregulador em
muitas espécies de plantas, e o seu acimulo diminui o potencial hidrico foliar (¥w), o que
aumenta a capacidade de absorcdo de dgua das plantas e atenua os efeitos do déficit hidrico no
conteddo relativo de agua da planta (HABERMANN et al., 2008; PAGTER et al., 2005). Nesse
contexto, Silva et al. (2004) observaram que na estacdo seca, Croton campestris apresentou
baixa taxa de transpiracdo e maiores concentracdes de prolina nas folhas.

Sob estresse hidrico severo, as plantas frequentemente apresentam um marcante efeito
fotoinibitorio, caracterizado por decréscimo significativo no funcionamento dos fotossistemas
(RODRIGUES et al., 2019; ARAUJO e DEMINICIS, 2009); além disso, o estresse hidrico leva
a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs), que apesar de possuirem papel chave nos
mecanismos de percep¢do e consequentemente fuga ao estresse em espécies de plantas
tolerantes, estdo associadas a danos as células e tecidos das espécies de plantas com algum nivel
de suscetibilidade (SANTOS et al., 2022). Para controle do nivel de EROs e protecao celular,
os tecidos vegetais utilizam-se de sistemas enzimaticos, compostos pelas enzimas superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e do guaiacol (POD),
glutationa redutase (GR) e polifenoloxidade (PPO) (AMARAL et al. 2021; CANDAN e
TARHAN 2012). Moraes et al. (2015) estudando Ricinus communis (Euphorbiaceae)
observaram que o déficit hidrico induzido por polietilenoglicol (PEG) aumentou a atividade das
enzimas SOD e CAT.

Além dos sistemas enzimaticos, as plantas se utilizam de sistemas ndo enzimaticos,
como glutationa, acido ascorbico e compostos fenolicos (BARBOSA et al., 2014). Dentre as
diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos fenélicos tém
recebido muita atencédo, sobretudo por inibirem a peroxidacao lipidica e a lipooxigenase in vitro
(SOUZA et al., 2007). A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente
as suas propriedades redutoras e estrutura quimica (KHATER et al. 2019; AQUINO et al., 2017;
CHUN et al., 2005; ZHENG e WANG, 2001). A biossintese e o acimulo de polifenois e outros

metabolitos secundarios em plantas séo considerados respostas evolutivas das vias bioquimicas
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sob influéncias ambientais desfavoraveis, como o estresse hidrico (SELMAR e
KLEINWACHTER, 2013).

Por outro lado, o excesso de agua no solo gera um ambiente com pouca disponibilidade
de oxigénio para as raizes das plantas. Estas podem evitar o estresse facilitando a entrada de
oxigénio para seus tecidos por meio de lenticelas hipertrofiadas, estruturas caulinares que
proporcionam maior superficie de contato com a atmosfera (MARCILIO et al., 2019; KOLB et
al.,, 1998). A deficiéncia de oxigénio também pode levar a mudancas no metabolismo
respiratorio das raizes (KREUZWIESER et al., 2004), como a aceleracdo da glicolise com
producdo de etanol, principalmente. O etanol é o produto final da fermentagdo alcodlica,
catalisada pela enzima alcool desidrogenase (ADH). Joly (1982) estudando Sebastiania
commersoniana (Euphorbiaceae) observou significativo aumento na atividade da ADH e no
nivel de etanol em raizes de plantas inundadas.

Além dessas caracteristicas, as raizes tendem a crescer proximas a superficie do solo, e
consequentemente, ndo exploram totalmente o volume de solo (SOUZA et al., 2013). Assim,
uma das estratégias de uma espécie para se manter viva em habitats temporariamente inundados
é o desenvolvimento de raizes longas ou maior acumulo de biomassa nas mesmas, 0 que pode
ser um fator decisivo, que define a composicéo de espécies nesses habitats, visto que raizes
mais profundas sdo mais resistentes a condicdo de pos-alagamento, quando a disponibilidade
hidrica é normalizada (LOPEZ e KURSAR, 2003), favorecendo assim a sobrevivéncia dos
individuos.

Durante o alagamento também é possivel verificar a producdo de espécies reativas ao
oxigénio (EROs). As EROs sdo originadas pelo metabolismo aerébio, e em pequenas
quantidades tem funcdo de sinalizar a hipdxia, além de participarem no processo de morte
celular programada e formacéo de aerénquima (VOESENEK e BAILEY-SERRES, 2015). No
entanto, o desequilibrio entre a producédo e o consumo de EROs pode afetar a sobrevivéncia da
célula vegetal, principalmente pela oxidacdo de lipidios, proteinas de membrana e &cidos
nucléicos, de modo que a protecéo celular é ativada por meio, principalmente, de um sistema
enzimatico antioxidante, como por exemplo a superoxido dismutase e peroxidase (WU et al.,
2022; IRFAN et al., 2010). Entre as principais EROs que causam danos ao nivel celular,
podemos citar o radical superoxido (O2), o perdxido de hidrogénio (H20>) e o radical hidroxila
(OH") (WU et al., 2022; APEL e HIRT, 2004).

Estresse adicional pode ocorrer quando as plantas sdo desalagadas (reaeradas), periodo
em que também pode haver o acimulo de EROs. Segundo Bartosz (1997), plantas com

capacidade antioxidante intensificada tém mais condicdes de tolerar diversos tipos de estresse.
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Assim, a capacidade de tolerar o estresse oxidativo é considerada um fator importante para a
protecdo contra diferentes estresses ambientais, como o que ocorre logo ap6s o alagamento.
Portanto, € importante verificar ndo s a capacidade de sobrevivéncia das plantas ao alagamento
em si, mas também a capacidade de recuperacdo de suas atividades fisiologicas apds esse

periodo.

1.3 Estresse hidrico e metabolismo secundéario

As alteracbes no metabolismo priméario, e em processos essenciais, tais como
fotossintese, mobilizacdo de reservas e crescimento, em fungdo da falta ou excesso de agua,
podem levar a modificacBes no metabolismo secundario (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Os produtos do metabolismo secundario desempenham varias fungfes importantes nas
plantas, como a defesa contra ataques de patdgenos, herbivoros, competicdo entre plantas e
atracdo de organismos benéficos, como polinizadores, dispersores de sementes e
microrganismos simbiontes. Além disso, possui a¢éo protetora em relacdo a estresses abioticos,
como aqueles associados com mudancas de temperatura, contedo de agua, niveis de luz e
deficiéncia de nutrientes minerais (PERES, 2004).

Em plantas medicinais, a menor disponibilidade hidrica no solo, por exemplo, pode
causar significantes alteracGes no acimulo e composicdo de compostos especificos. Segundo
Selmar e Kleinwdachter (2013), as concentragdes de metabolitos secundarios aumentam
significativamente em plantas em condicBes de seca. Mas isso depende da intensidade do
estresse e de seu tempo de duracdo, sendo que estresses de curto prazo parecem levar a uma
producdo aumentada, enquanto que nos de longo prazo é observado um efeito oposto
(HORNER, 1990). Trabalhos que avaliaram a resposta de plantas medicinais submetidas ao
estresse hidrico demonstraram significativa influéncia na producdo de compostos secundarios
(ALVARENGA et al., 2011; BORTOLO et al., 2009; CARVALHO et al., 2003).

Existe uma grande quantidade de metabolitos secundarios ja identificados, e esses se
dividem em trés grandes grupos que se diferenciam quimicamente entre si, sendo eles: terpenos,
compostos fendlicos e compostos nitrogenados (SOUSA e SOUSA, 2017). Os compostos
fenolicos, presentes no género Croton, bem como em outras plantas, sdo divididos em
flavonoides e nédo flavonoides e desempenham importantes fun¢des nos vegetais como, defesa
contra insetos e microrganismos fitopatogénicos, além de protegerem o0s vegetais contra
estresses abioticos (SILVA, 2014; FARAH et al., 2006).

Além de desempenharem importantes fungdes nas plantas, o interesse nos metabdlitos

secundarios tem aumentado devido a grande importancia que possuem na inddstria
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farmacéutica, alimenticia, de bebidas, perfumaria e cosméticos (HOSTETTMAN et al., 2003).

Entretanto, ainda sdo necessarios estudos que integrem conhecimentos sobre fisiologia, bem

como quimica de produtos naturais, como forma de identificar os compostos naturais,

compreender os fatores que interferem no crescimento e no desenvolvimento de plantas que

produzem principios ativos que possuem diferentes interesses.

14

Questdes norteadoras da tese e hipoteses
Diante do exposto, as seguintes questdes nortearam o desenvolvimento desta tese:

1- Plantas de Croton floribundus e C. urucurana sao capazes de sobreviver
ao déficit hidrico, com diferentes intensidades, e ao alagamento por 90 dias?

2- As respostas morfofisioldgicas das plantas aos estresses diferem entre as
espécies em estudo?

3- Quais sdo as caracteristicas morfofisiologicas das plantas que permitem
que este par congenérico possa habitar em locais com distinta disponibilidade hidrica?

4- A producdo de compostos secundarios foliares serd afetada pelos
estresses?
Hipdteses:
1- A capacidade de sobreviver ao déficit hidrico dependera do conteudo

relativo de agua do solo (intensidade da deficiéncia) e do tempo de exposicdo a essa
condicdo, do mesmo modo, a capacidade de sobreviver ao alagamento dependera do
tempo de exposicdo. Acreditamos que ambas as espécies sofram com o déficit hidrico
mais severo (contedo relativo de &gua no solo menor que 50%) e que resistam ao
alagamento, j& que sdo naturalmente encontradas em ambientes sujeitos ao alagamento;

2- As respostas morfofisioldgicas das mudas sob estresse irdo diferir entre
as espécies afetando a capacidade de crescimento e mudas sobreviventes;

3- Acreditamos que as espécies apresentem certa plasticidade, que inclua
modificagdes do metabolismo enzimatico (aumento da atividade de ADH em plantas
alagadas e da atividade de enzimas antioxidantes em plantas com deficiéncia hidrica ou
reaeradas apos alagamento) e produgdo de moléculas protetoras (prolina sob déficit
hidrico) pelas plantas de C. urucurana e C. floribundus, propiciando sua sobrevivéncia
sob estresse e recuperacdo de seu crescimento apos periodo de alagamento;

4- Acreditamos que ocorra alteracdo no teor de compostos secundarios, com
aumento sob condi¢cBes mais amenas de estresse e decréscimo em condi¢fes mais

severas de estresse.
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1.5  Estrutura da tese

Esta tese é composta por dois capitulos, sendo que o primeiro visa avaliar 0s
metabolismos primario e secundario de C. floribundus e C. urucurana sob diferentes
capacidades de retencdo de agua do solo (CRAs - 25%, 50%, 75% e 100%) e tempos de
avaliacdo (30, 60 e 90 dias). O segundo visa avaliar o efeito de diferentes tempos de exposi¢do
ao alagamento (30, 60 e 90 dias) sobre a sobrevivéncia e metabolismos primério e secundario
desse par congenérico, bem como seu potencial de recuperacdo ap0s cada periodo de
alagamento. Esses capitulos estdo no formato de artigo, portanto, estdo nas normas da revista a

qual seréo submetidos.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da disponibilidade hidrica, tanto a falta quanto o excesso, sobre o
crescimento, caracteristicas morfofisiologicas foliares e producdo de metabolitos secundarios
em folhas de duas espécies congenéricas (Croton urucurana e C. floribundus) e investigar a
capacidade de recuperacdo das mesmas apds o restabelecimento normal da disponibilidade
hidrica, fornecendo informagfes sobre a tolerancia e/ou suscetibilidade e possibilidade de

plantio em locais sujeitos a estresse (de diferentes intensidades e duracao).

2.1 Objetivos especificos

- Avaliar o crescimento e as caracteristicas morfofisiologicas foliares (trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila-a, contetdo relativo de agua na folha e de prolina) durante os regimes
hidricos, a fim de detectar estratégias de tolerancia das espécies;

- Analisar se a atividade das enzimas antioxidantes e ADH favoreceu a sobrevivéncia
durante os estresses e se as enzimas antioxidantes auxiliaram o potencial de recuperacdo das
mudas apos o alagamento (reaeracao);

- Investigar se os estresses influenciaram a producdo de compostos secundarios pelas

folhas de C. urucurana e C. floribundus.
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CAPITULO 1: Alteracdes do metabolismo primario e secundario de duas espécies de

Croton em resposta ao déficit hidrico®

Resumo Croton floribundus e C. urucurana sdo espécies com ampla distribuicdo geogréfica
no pais, ocorrendo em locais com diferentes disponibilidades hidricas do solo, 0 que pode
interferir direta ou indiretamente em seus metabolismos. Assim, objetivamos avaliar as
alteragcBes metabolicas relacionadas a fotossintese e defesa antioxidante em duas espécies de
Croton sob diferentes capacidades de retencdo de agua do solo (CRAs - 25%, 50%, 75% e
100%) e tempos de avaliacdo (30, 60 e 90 dias). Todas as plantas de C. floribundus cultivadas
sob 25% de CRAs morreram antes da avaliagdo dos 30 dias. Sob 50% de CRAs as plantas
sobreviveram mas nédo cresceram ao longo dos 90 dias, apresentando reducgéo de A, Gs, A/CI,
teor de alcaloides, compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante, e aumento
de prolina e da atividade das enzimas guaiacol peroxidade (POD) e superoxido dismutase
(SOD). As plantas de C. urucurana sobreviveram sob 25% de CRAS, mas ndo cresceram. Sob
50 e 25% de CRAs A, Gs, e A/Ci, reduziram significativamente até os 90 dias. As plantas sob
25% de CRAs apresentaram maior reducdo de alcaloides, compostos fendlicos totais,
flavonoides e atividade antioxidante, e aumento da atividade da POD e SOD até os 60 dias, e
posterior reducdo aos 90 dias com aumento de prolina. Ambas as espécies recuperaram 0
conteuddo relativo de agua nas folhas aos 90 dias. Concluimos que C. floribundus é mais sensivel
ao déficit hidrico, que o aumento de prolina e da atividade de enzimas antioxidantes podem
contribuir para a tolerancia a seca em ambas as espécies de Croton, e que o déficit hidrico
diminuiu o contetdo de compostos secundarios em ambas as espécies.

Palavras-chave Croton floribundus, Croton urucurana, Seca, Fotossintese, Compostos
fendlicos, Enzimas antioxidantes

! Esse artigo sera submetido na revista Trees.
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Introducéo

As plantas em seu ambiente natural estdo sujeitas a passar por estresse hidrico, o que
pode se tornar mais frequente no cenario de mudancas climaticas globais (IPCC 2021; Gururani
et al. 2015;). Esse estresse pode afetar a atividade fisioldgica das plantas em suas diferentes
fases de crescimento, pois a agua é essencial para o seu desenvolvimento e sobrevivéncia
(Menezes-Silva et al. 2019).

Quando expostas a deficiéncia hidrica, diferentes respostas podem ser observadas nas
plantas, por exemplo, se a planta perde 4gua a uma taxa superior a sua capacidade de absor¢édo
e transporte, o potencial hidrico da folha diminui, ocorre redugdo da condutancia estomética e
transpiracdo com o fechamento dos estdmatos, bem como reducéo da fotossintese, resultando
no declinio da taxa de crescimento (Sasani et al. 2021; Menezes-Silva et al. 2019; Padilha et al.
2016). Quando isso acontece, pode ocorrer acimulo de prolina, um soluto compativel para
estabilizar membranas e manter a conformacdo de proteinas, o que impede a desidratacdo do
citosol (Szabados e Savouré 2010; Verbruggen e Hermans 2008; Kishor et al. 2005).

O estresse hidrico também leva a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
gue a despeito de possuirem papel chave nos mecanismos de percep¢do e consequentemente
fuga ao estresse em espécies de plantas tolerantes, estdo associadas a danos as células e tecidos
das espécies de plantas com algum nivel de suscetibilidade (SANTOS et al., 2022). Para
controle do nivel de EROs e protecdo celular, os tecidos vegetais utilizam-se de enzimas, como
a superdxido dismutase (SOD) e a guaiacol peroxidade (POD) (Amaral et al. 2021; Bufalo et
al. 2016; Candan e Tarhan 2012). Além dos sistemas enzimaticos, as plantas podem produzir
compostos do metabolismo secundario, como os flavonoides que, de forma conjunta, atuam na
eliminacdo das EROs e na reducdo do dano oxidativo (Agati et al. 2020; Fabregas e Fernie

2019).
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Essas alteracbes no metabolismo primario, e em processos essenciais, tais como
fotossintese, mobilizacdo de reservas e crescimento, em fungéo da falta de a4gua, podem levar a
modificacbes no metabolismo secundario (Gobbo-Neto e Lopes 2007). Segundo Selmar e
Kleinwdchter (2013), as concentracbes de metabolitos secundarios aumentam
significativamente em plantas em condic¢des de seca. Mas isso depende da suscetibilidade da
planta, da intensidade do estresse e de sua duracgdo, sendo que estresses de curto prazo parecem
elevar a producdo de metabdlitos, enquanto que nos de longo prazo é observado um efeito
oposto (Horner 1990).

Plantas que apresentam ampla distribuicdo geografica estdo mais sujeitas a
heterogeneidade ambiental, podendo passar por episddios de deficiéncia hidrica, os quais
podem ser mais prejudiciais para plantas nos estagios iniciais de vida (Lin et al. 2019; Ramirez-
Valiente et al. 2010). Croton floribundus Spreng e Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae)
sdo espécies com ampla distribui¢do geogréfica, ocorrendo em diversas formacdes vegetais. C.
floribundus é encontrada em area antrépica, floresta estacional semidecidual, floresta ombréfila
e ciliar, bem como outras formacdes florestais do Brasil e leste do Paraguai (Cordeiro et al.
2015; Silvestrini et al. 2013). C. urucurana também é encontrada em floresta estacional
semidecidual, mata ciliar e outras formacgdes vegetais no Brasil e em outros paises como,
Paraguai, Argentina e Uruguai (Cordeiro et al. 2015; Barbieri et el. 2014; Durigan et al. 2002).
Escolhemos esse par congenérico para estudo porque sdo amplamente utilizadas em areas de
restauracdo florestal no Brasil, pois sdo espécies nativas de rapido crescimento, possuem flores
meliferas e a madeira de C. floribundus é indicada para carpintaria e tabuado em geral (Ramos
et al. 2008; Luchi 2004). Além disso, possuem importancia medicinal, com producdo de
metabolitos secundarios bioativos como, flavonoides e alcaloides (Cordeiro et al. 2016; Uchba
etal. 2013; Oliveira et al. 2008; Salatino et al. 2007). Apesar dos compostos e de suas atividades

serem conhecidas, pouco se sabe sobre sua producdo/variacdo sob estresse hidrico, sendo
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importante conhecer a dindmica de biossintese desses compostos com importancia
farmacoldgica.

Assim, espera-se que essas espécies apresentem certa tolerancia a episodios de deficit
hidrico, sendo importante compreender suas estratégias a diferentes niveis de déficit hidrico
(intensidade e duracéo), bem como conhecer o efeito da seca sobre seu metabolismo secundério.

Com isso, nosso objetivo foi avaliar o0 metabolismo primério e secundario de duas
espécies congenéricas de Croton frente ao deficit hidrico, a fim de saber se ambas as espécies
sdo capazes de sobreviver a esse estresse, com diferentes intensidades e periodos, quais sdo 0s
mecanismos que as permitirdo continuar realizando os seus processos fisiologicos, e se a

producdo de compostos do metabolismo secundario aumenta ou diminui com a seca.

Material e métodos
Material vegetal e procedimento experimental

As sementes de C. floribundus e C. urucurana foram coletadas a partir de matrizes
(minimo de cinco) distribuidas em areas remanescentes de Cerrado, no municipio de Dourados
- Mato Grosso do Sul. As mudas foram produzidas de acordo com a disponibilidade de
sementes, em namero suficiente, para a realizacdo dos experimentos. O periodo experimental
com C. floribundus se deu de outubro de 2018 a janeiro de 2019 e com C. urucurana, de abril
a julho de 2019. Os dados de temperatura e umidade relativa foram obtidos com
termohigrémetro nos dias das avaliagdes experimentais. Para o periodo experimental com C.
floribundus foram obtidas as seguintes medidas: temperatura aos 30, 60 e 90 dias de
experimento, respectivamente: 30, 36 e 35°C; e umidade relativa do ar de : 38, 41 e 50%,
respectivamente. Para o periodo experimental com C. urucurana, as temperaturas aos 30, 60 e
90 dias de experimento foram, respectivamente: 28, 24 e 22°C; e a umidade relativa do ar de

60, 41 e 40%, respectivamente.
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Para producdo de mudas, a semeadura foi realizada em tubetes 50 x 190 mm contendo
Latossolo Vermelho distroférrico, areia e substrato comercial Bioplant® na proporcéo de 1:1:1.
Quando atingiram 15 cm (C. floribundus) e 25 cm (C. urucurana) de altura, as mudas foram
transplantadas para vasos com capacidade para 6 litros, contendo Latossolo Vermelho
distroférrico e areia na proporcdo de 2:1. Os vasos foram mantidos em casa de vegetacao
coberta com pléstico transparente para protecdo contra chuva. As mudas foram submetidas a
diferentes tratamentos de capacidade de retencdo de dgua do solo (CRAS), sendo que a de 100%
foi determinada baseada na quantidade de agua retida ap6s a drenagem natural, e as de 25%,
50% e 75%, calculadas por meio de regra de trés em funcdo da massa, segundo a metodologia
proposta por Souza et al. (2000). O controle da irrigacdo foi individualizado, em dias alternados,
por meio de método gravimétrico, com adgua em quantidade suficiente para atingir a massa pré-
estabelecida para cada CRAs.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado no esquema fatorial 4 x 3,
sendo 4 niveis de CRASs (25%, 50%, 75% e 100%), e 3 tempos de avaliacdo (30, 60 e 90 dias).
A CRAs de 25% simula estresse severo, a de 50% estresse moderado, a de 75% estresse leve e
a de 100% simula uma condicdo ideal. As avaliacdes de trocas gasosas e conteudo relativo de
agua na folha foram realizadas em seis réplicas, e as demais avaliagdes em quatro réplicas. A
unidade experimental foi constituida por um vaso contendo uma muda. Foram avaliados 0s

seguintes parametros:

Sobrevivéncia de mudas
O total de mudas sobreviventes foi computado ao término de cada periodo de

tratamento.
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Parametros fotossintéticos

A taxa de absorcdo de CO2 (A), conduténcia estomética (Gs) e concentragdo interna de
CO: (Ci) foram obtidas com analisador de gases no infravermelho (IRGA), marca ADC,
modelo LCi PRO (Analytical Development Co. Ltda, Hoddesdon, UK). Com esses dados foi
calculada a eficiéncia da carboxilacdo da Rubisco (A/Ci) (Zhang et al. 2001). As leituras foram
realizadas em folhas totalmente expandidas pertencentes ao terceiro par (do &pice para a base).
As avaliacdes foram realizadas no periodo da manh4, entre 8 e 11h, sendo considerados apenas
os dados medidos sob fluxo fotossintético de fotons (FFF) maior que 700 pmol m™ s,

A fluorescéncia da clorofila a foi dada pelos registros da eficiéncia quéntica potencial
do fotossistema Il (Fv/Fm), mensurada com o auxilio do fluorimetro portétil, modelo OS-30p
(Opti-Sciences Chlorophyll Fluorometer, Hudson, USA). A determinacdo da fluorescéncia foi
realizada entre 8 e 11h da manhg, nas mesmas folhas utilizadas para as avaliagdes das trocas
gasosas. As folhas foram submetidas a um periodo de 30 minutos de adaptacao ao escuro, com
0 auxilio de clipes adaptadores, antes da realizacdo das medidas. A radiacdo de excitacdo

constituiu de um dnico flash de 1s a 1.500 pmol m?2.s.

Conteuddo relativo de agua e prolina
O conteudo relativo de dgua da folha (CRA() foi obtido usando discos foliares (coletados
as 5h da manha) de plantas submetidas a cada um dos tratamentos, e calculado pela seguinte
formula: CRAf (%) = [(MF-MS) / (MT-MS)] x 100, na qual MF é a massa fresca dos discos; MS
€ a massa seca ap0s secagem em estufa e MT € a massa tdrgida apés hidratacdo dos discos por
24 horas em frascos escuros contendo agua destilada, adaptado de Barrs e Weatherley (1962).
A extracdo de prolina foi realizada em amostras de folhas secas em estufa a 40°C e

trituradas, de acordo com o método de Bates (1973).
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Parametros de crescimento

A massa seca da raiz e da parte aérea foi obtida com uso de estufa a 50°C, até massa
constante, e balanca analitica de precisdo. A area foliar de cada planta foi obtida com o auxilio
do equipamento LI-COR modelo LI-3100C e a altura da parte aérea e 0 comprimento da raiz

medidos com régua graduada.

Anélise enzimatica e proteina total

Para a preparacdo do extrato enzimatico, 300 mg de folhas frescas foram trituradas em
almofariz, com adicdo de 6 mL de solucdo de extracdo gelada, constituida de tampé&o fosfato de
potéssio 0,1 M e pH 7,0, contendo 1% de PVP (polivinilpirrolidona). Os homogeneizados foram
centrifugados por 10 minutos a 10000 rpm, em centrifuga refrigerada, e os sobrenadantes
coletados foram utilizados nas avaliagBes enziméticas.

A atividade da guaicol peroxidase (POD) (mg de proteina) foi determinada por método
espectrofotométrico direto, convertendo guaicol para tetraguaiacol a 470 nm (Hammerschmidt
et al. 1982), usando um leitor de microplacas ELISA (modelo Expert Plus).

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) (mg de proteina™) foi medida de
acordo com Giannopolitis e Ries (1977). As leituras de absorbancia foram realizadas no
comprimento de onda de 560 nm usando espectrofotdmetro (Espectrofotdmetro Visivel Metash
- modelo V5000).

A proteina total, necessaria para calcular a atividade especifica das enzimas estudadas,
foi quantificada de acordo com a metodologia de Bradford (1976). As leituras de absorbancia
foram realizadas no comprimento de onda de 595 nm, usando espectrofotbmetro

(Espectrofotometro Visivel Metash - modelo VV5000).
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Compostos do metabolismo secundario e atividade antioxidante

Os compostos foram quantificados a partir de folhas secas a 40°C e trituradas. A
extracdo foi realizada por contato da amostra (100 mg) com 5 mL de etanol (95%) durante 30
minutos em banho ultrassénico. Apos esse periodo o extrato foi filtrado e secado em rota-
evaporador e posteriormente liofilizado. O rendimento obtido foi de 10% m:m.

Os compostos fenolicos totais e os flavonoides foram avaliados empregando o método
descrito por Djeridane et al. (2006). A quantificacdo dos alcaloides totais foi determinada de
acordo com o procedimento desenvolvido por Oliveira et al. (2006), utilizando menores
volumes/massas de extrato e reagentes, porém mantendo as concentragdes.

A avaliagdo da atividade “sequestradora” de radicais livres foi determinada pelo método
fotocolorimétrico in vitro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). A cada 100 uL
da amostra (extrato) foram adicionados 3000 pL da solugdo de DPPH 0,004% e incubada na
temperatura ambiente por 30 minutos. O método consistiu no monitoramento do consumo do
radical livre DPPH das amostras, atraves do decréscimo da medida de absorbancia realizada
em espectrofotdmetro a 517 nm. A atividade foi calculada pela formula: % reducdo DPPH=

(Abs branco — Abs amostra) / Abs branco x 100, onde Abs é a absorbancia.

Anélise estatistica

Para cada espécie, os dados foram testados quanto as premissas de normalidade (teste
de Kolmogorov-Smirnoff; a = 0,05) e homogeneidade de variancias (teste de Levene, o= 0,05).
As médias foram submetidas a ANOVA fatorial e havendo significancia as médias de tempo
de experimento e capacidades de retencdo de agua no solo foram comparadas pelo teste de
Tukey e as medias da interacdo entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-

Knott (0. = 0,05).



35

Resultados
Plantas sobreviventes

Todas as plantas de C. floribundus do tratamento de 25% da capacidade de retencéo de
agua no solo (CRAs) morreram antes de completarem 30 dias. Cerca de 20% das plantas de C.
urucurana cultivadas sob 25% de CRAs morreram. Nos demais tratamentos todas as plantas,

das duas espécies, sobreviveram ao longo do experimento.

Parémetros fotossintéticos

Para C. floribundus, a taxa de absor¢do de CO- (A) e a condutancia estomatica (Gs)
foram influenciadas apenas pela CRAs. Ja para as plantas de C. urucurana, A, Gs e A/Ci foram
influenciadas por ambos os fatores analisados bem como pela interacdo entre eles (Material
Suplementar Tabela S1).

Para C. floribundus houve decréscimo de A e Gs apenas no tratamento de 50% da CRAs.
Contudo, a disponibilidade de 4gua no solo nédo afetou a eficiéncia da carboxila¢do da Rubisco
(A/Ci) (Figura 1). Em C. urucurana, observou-se reducdo de A, Gs e A/Ci nos tratamentos de
25 e 50% de CRAs com 30 dias de experimento. Nas avaliacfes realizadas com 60 e 90 dias,
houve queda acentuada da A, Gs e A/Ci de plantas cultivadas em todos os tratamentos de CRAS,
sem diferencas entre si (Figura 1).

Em ambas as espécies, os valores da eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fm)
foram influenciados pelo tempo de experimento e pela interacdo entre esse fator e a capacidade
de retencdo de agua do solo (Material Suplementar Tabela S1), sem diferencas significativas

entre os tratamentos de CRAs (dados ndo mostrados).
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Fig. 1 Efeito de diferentes capacidades de retencdo de agua do solo (CRAS) e do tempo de
exposicao a essas condicdes sobre a taxa de absor¢do de CO2 (A), condutancia estomatica (Gs)
e eficiéncia da carboxilagcdo da Rubisco (A/Ci) para as duas espécies de Croton. Os dados séo
representados pelas médias * desvio padrdo (n=6). Médias seguidas de mesma letra ndo variam

entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05)

Conteuddo relativo de agua e de prolina nas folhas
Plantas de C. floribundus cultivadas por 30 e 60 dias com 50 e 75% de CRAs

apresentaram um conteudo relativo de dgua nas folhas (CRAf) menor que o das plantas sob
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100% de CRAs. J4 as plantas cultivadas por 90 dias ndo apresentaram diferencas significativas
entre os tratamentos (Figura 2). Para C. urucurana observou-se manutencdo do CRAf nas
plantas cultivadas a 100% de CRAs ao longo do experimento. Entretanto, houve redugéo do

CRATf aos 60 dias com 50 e 25% de CRAs, com recuperacdo desses valores aos 90 dias (Figura

2).
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Fig. 2 Influéncia de diferentes capacidades de retencéo de dgua do solo e tempo de experimento
sobre o contetdo relativo de agua nas folhas (CRAf), mensurado as 5h da manhd, de duas
espécies de Croton. Os dados sdo representados pelas médias + desvio padrdo (n=6). Médias

seguidas de mesma letra ndo variam entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05)

Houve aumento significativo de prolina aos 90 dias no tratamento de 50% de CRAs em

C. floribundus e no tratamento de 25% de CRAs em C. urucurana (dados ndo mostrados).

Parametros de crescimento

Para ambas as espécies, todos os parametros de crescimento foram influenciados pela
CRAs, pelo tempo de experimento, bem como pela interagdo entre esses fatores, com excecao
dos dados de comprimento de raiz que foram influenciados pelos fatores isolados (Material

Suplementar Tabela S2).
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Houve incremento de massa seca da parte aérea nas plantas de C. floribundus em todos
os tratamentos ao longo do tempo, com excecdo das plantas sob 50% de CRAs, as quais
apresentaram massa 89% menor em relacdo as plantas sob 100% de CRAs, aos 90 dias.
Observou-se também que a massa seca da parte aérea foi menor a 75% de CRAs em relagdo as
plantas sob 100% de CRAs (Figura 3). Para plantas de C. urucurana, também houve incremento
da biomassa da parte aérea nos tratamentos ao longo do tempo, com excecdo daquelas
cultivadas sob 25% de CRAs. Nessa condigéo, sua biomassa foi 87% menor quando comparada
as plantas sob 100% de CRAs, ao término do experimento (Figura 3).

De maneira semelhante a massa seca da parte aérea, a area foliar das plantas de C.
floribundus também aumentou ao longo do tempo, com excecao das plantas sob 50% de CRAS;
e para plantas sob 75% de CRAs houve reducédo da area foliar em relacdo a 100% de CRAS a
partir dos 60 dias de experimento (Figura 3). Para C. urucurana, também houve incremento da
area foliar ao longo do tempo, exceto nas mudas sob 25% de CRAs. Adicionalmente, houve
reducdo da area foliar a 50% e 75% de CRAs aos 60 e 90 dias de experimento, respectivamente,
em relacdo as plantas sob 100% CRAs (Figura 3).

A altura da parte aérea de C. floribundus aumentou apenas sob 100% de CRAs,
permanecendo no mesmo valore para os demais tratamentos ao longo dos 90 dias de
experimento (Figura 3). A altura da parte aérea de plantas de C. urucurana sob 100% de CRASs
aumentou ao longo dos 90 dias de avaliacdo, enquanto plantas sob 75 e 50% de CRAS
apresentaram aumento de altura até os 60 dias, permanecendo com a mesma altura até chegar
aos 90 dias. Para as plantas sob 25% de CRAs ndo houve crescimento em altura, exceto para o
tratamento de 60 dias (Figura 3).

Para as plantas de C. floribundus, houve aumento significativo de massa seca da raiz
nos tratamentos de 100 e 75% de CRAs aos 90 dias. Plantas sob 50% de CRAS ndo tiveram

aumento de massa de raiz ao longo do tempo, apresentando massa 84% menor, em relacéo as
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plantas sob 100% de CRAs, ao término do experimento (Figura 3). J& para C. urucurana, a
massa seca da raiz aumentou nas plantas cultivadas em todos os tratamentos, ao longo do tempo,
com excecdo das plantas sob 25% de CRAs. Além disso, a biomassa da raiz em 75 e 50% de
CRAs foi 33% e 40% menor, respectivamente, em relacdo as plantas sob 100% CRAs, ao
término do experimento (Figura 3).

O comprimento da raiz aumentou significativamente aos 90 dias para as plantas de C.
floribundus, enquanto que para as plantas de C. urucurana esse aumento ocorreu aos 60 dias,
nédo diferindo aos 90 dias (dados ndo mostrados). Adicionalmente, o tratamento de 50% de
CRAs reduziu o crescimento das raizes das plantas de C. floribundus, enquanto que para as
plantas de C. urucurana essa reducdo ocorreu apenas no tratamento de 25% de CRAs (dados

ndo mostrados).
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Fig. 3 Alteracbes no crescimento de duas espécies de Croton submetidas a diferentes

capacidades de retencdo de agua do solo e tempo de experimento. Os dados s&o representados

pelas médias + desvio padrdo (n=4). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo

teste de Scott-Knott (p < 0,05)



41

Atividade enzimética

As plantas de C. floribundus sob 50% de CRAs apresentaram aumento da enzima POD
e SOD a partir dos 60 dias (Figura 4). Em C. urucurana houve aumento da POD aos 60 dias
sob 50 e 25% de CRAs seguido de reducdo aos 90 dias. Houve também aumento significativo
da SOD aos 30 e 60 dias sob 25% de CRASs, e aos 60 dias sob 50% de CRAs, também seguido

de reducéo significativa aos 90 dias (Figura 4).
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Fig. 4 Influéncia de diferentes capacidades de retencéo de dgua do solo e tempo de experimento
sobre as enzimas guaiacol peroxidase (POD) e superoxido dismutase (SOD), em folhas de duas
espécies de Croton. Os dados sdo representados pelas médias + desvio padrdo (n=4). Médias

seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05)
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Compostos do metabolismo secundario e atividade antioxidante

Para ambas as espécies, compostos fendlicos e alcaloides foram influenciados pela
CRAs e pelo tempo de experimento, bem como pela interagdo entre esses fatores. J& os
flavonoides e atividade antioxidante foram influenciados pelos fatores isolados em C.
floribundus, e pelos fatores isolados, bem como sua interacdo em C. urucurana (Material
Suplementar Tabela S3).

Em C. floribundus a quantidade de alcaloides reduziu nas plantas cultivadas sob 50%
de CRAs aos 30 dias, sendo que aos 60 e 90 dias houve diminui¢do nos tratamentos de 75 e
50% de CRAs. Contudo, quando comparados cada tratamento ao longo do tempo, houve
aumento gradativo de alcaloides (Figura 5). Em C. urucurana a quantidade de alcaloides
diminuiu em todos os tratamentos de CRAs quando comparado as plantas sob 100% CRAs ao
longo do tempo, sendo as maiores quantidades observadas aos 90 dias (Figura 5).

O déficit hidrico diminuiu a quantidade de compostos fenolicos presente nas folhas de
C. floribundus, entretanto houve incremento em todos os tratamentos de CRAs ao longo do
tempo (Figura 5). Em C. urucurana houve diminuicdo de compostos fendlicos nas plantas
cultivadas sob 25% de CRASs aos 30 dias quando comparado as plantas sob 100%, e aos 60 e
90 dias houve diminuicdo conforme reduziu a CRAs (Figura 5).

A quantidade de flavonoides (Figura 5) e a atividade antioxidante (dados ndo mostrados)
aumentaram ao longo do tempo de avaliacdo nas plantas de C. floribundus. Entretanto, houve
diminuicdo dos flavonoides e da atividade antioxidante conforme reduziu a quantidade de agua
no solo. Em C. urucurana houve diminuicdo de flavonoides (Figura 5) e da atividade
antioxidante (dados ndo mostrados) conforme reduziu a CRAs, ao longo do tempo, sendo a
maior quantidade de flavonoides e da atividade antioxidante observada aos 90 dias sob 100%

de CRAs (Figura b).
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Discussao

Nosso interesse maior com esse estudo foi o de avaliar as respostas metabdlicas das duas
espécies de Croton, frente ao déficit hidrico, por um longo periodo, a fim de relaciona-las com
suas capacidades de tolerancia e de crescer sob esse estresse.

Com relacéo as respostas do metabolismo primério, o decréscimo da assimilagdo de
carbono em ambas as espécies de Croton cultivadas em solos com 50% de CRAs ou menos,
deve estar associado a limitagdo estomatica, sendo esta uma resposta comumente observada em
plantas cultivadas em solos com baixa disponibilidade hidrica, como forma de reduzir a perda
de agua por transpiracdo (Menezes-Silva et al. 2019; Schimpl et al. 2019).

Para plantas de C. urucurana sob 100% de CRAs aos 60 e 90 dias houve dréstica
reducdo de A e Gs em relagdo as plantas sob 100% de CRAs aos 30 dias. Essa reducdo de A e
Gs deve ser a responsavel pela auséncia de diferencas significativas para estes parametros entre
plantas cultivadas com maior e menor disponibilidade de 4gua no solo aos 60 e 90 dias. Neste
cenario, a auséncia de diferencas de A e Gs entre os tratamentos ndo deve ser entendida como
aclimatacdo das plantas a menor disponibilidade de &agua, ja que dados de reducdo de
crescimento apontam em direcdo oposta, ou seja, que houve comprometimento das trocas
gasosas nos tratamentos com menor CRAS. A reducédo de A e Gs em plantas sob 100% de CRAS
pode estar relacionada as condicGes climaticas, temperaturas mais amenas (24 e 22°C) e baixa
umidade relativa do ar (41 e 40%) aos 60 e 90 dias de avaliacdo, respectivamente, em
comparacao com as condicGes climaticas aos 30 dias de experimento (29°C e 60% de umidade
relativa do ar), de qualquer modo, a reducdo de A no controle ndo implicou em reducéo do
crescimento. Temperaturas amenas e ar seco sdo fatores relacionados com menor abertura
estomatica e consequentemente menor assimilagdo de carbono (Menezes-Silva et al. 2019).
Essas condi¢des de clima também reduziram a atividade de carboxila¢do da Rubisco (A/Ci) em

plantas de C. urucurana sob 100% de CRAs com 60 e 90 dias de experimento. Temperaturas
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mais baixas limitam a capacidade de regeneracdo da Rubisco, reduzindo a eficiéncia de
carboxilacdo do Ciclo de Calvin (Yamori et al. 2010; Crafts-Brandner e Salvucci 2000).

Os valores de Fv/Fm ndo foram alterados pelos tratamentos em ambas as espécies,
indicando que o aparelho fotossintético ndo foi afetado pelo déficit hidrico. Provavelmente o
aparelho fotossintético ndo foi afetado pela baixa disponibilidade hidrica no solo porque houve
aumento da atividade das enzimas antioxidantes POD e SOD, que atuam contra a presenca de
radicais livres, mantendo as funcGes metabdlicas das plantas (Bufalo et al., 2016). Além das
enzimas antioxidantes, ambas as espécies apresentaram flavonoides com atividade
antioxidante, que podem ter atuado na eliminagéo das EROs e na reducéo do dano oxidativo
(Agati et al. 2020; Fabregas e Fernie 2019). Assim, é mais razoavel explicar a queda de A por
valores baixos de Gs do que por reducGes no desempenho fotoquimico (Kissmann et al. 2014).

Quanto ao conteudo relativo de &gua nas folhas, ndo ocorreu recuperacao dos valores
em funcdo de menor CRAs para plantas de C. floribundus, com 30 e 60 dias de cultivo, e para
plantas de C. urucurana com 60 dias de cultivo. Porém, ambas as espécies foram capazes de
recuperar seu estado hidrico aos 90 dias, 0 que pode estar relacionado com o aumento
significativo de prolina nas folhas. Segundo Kudoyarova et al. (2013), plantas em condicdes de
déficit hidrico possuem mecanismos de ajuste osmatico para manter o conteudo de agua nos
tecidos, sendo que um destes mecanismos envolve a producdo de prolina (Lin et al. 2019;
Martinez et al. 2018).

O ganho de biomassa aérea para ambas as espécies foi limitado sob menores
disponibilidades hidricas no solo. Nestas condi¢es, a reducdo de massa aérea se deu por conta
da menor altura do caule e da menor &rea foliar. A reducdo de massa aérea sob menores
disponibilidades hidricas, uma resposta comum em plantas (Braghiere et al. 2020; Jia et al.
2019), esteve relacionada & diminuicdo da condutancia estomatica e da assimilacdo de carbono

no mesmo periodo. Adicionalmente, plantas sob déficit hidrico tendem a aumentar a producéo
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de horménios como o &acido abscisico (ABA), o que leva ao fechamento estomético, menor
fotossintese e, portanto, a um menor crescimento das plantas (Brunetti et al. 2019; Zegada-
Lizarazu e Monti 2019; McKiernan et al. 2017).

Embora o crescimento da raiz tenha sido afetado pelo déficit hidrico em ambas as
espécies, as plantas de C. floribundus demonstraram ser mais sensiveis ao déficit hidrico, pois
0 comprimento da raiz e sua massa seca foram menores sob 50% CRAs, sendo a reducéo de
massa na ordem de 84% em relacdo a plantas sob 100% de CRAs. J& para C. urucurana, nao
houve reducédo significativa do comprimento da raiz, e a reducao da massa seca neste 6rgao foi
de apenas 40% em relacdo ao cultivo sob 100% de CRAs. A limitagdo do crescimento da raiz
é comum sob déficit hidrico (Delfin et al. 2021; Merchant et al. 2007), sendo que uma raiz
menos desenvolvida pode diminuir a quantidade de agua absorvida, ja que pode haver uma
limitacdo na &rea explorada do solo. Essa resposta também pode estar relacionada com o
comprometimento do desenvolvimento da parte aérea observado para as duas espécies de
Croton.

O aumento da atividade das enzimas POD e SOD sob déficit hidrico demonstra que
essas espécies possuem mecanismos de protecdo contra a presenca de radicais livres (Bufalo et
al. 2016). Favaretto et al. (2011) observaram aumento da atividade de SOD em algumas
espécies pioneiras sob condi¢des de pleno sol. Os autores sugerem que plantas pioneiras, como
C. floribundus e C. urucurana tém maior tolerancia ao dano foto-oxidativo, associada & maior
atividade de SOD.

Levando em conta a sobrevivéncia e o crescimento, C. floribundus mostrou-se mais
sensivel ao déficit hidrico do que C. urucurana, ja que as plantas ndo se desenvolveram a 50%
e morreram sob 25% CRASs. Entretanto, as temperaturas durante o periodo de experimento com
C. floribundus estavam mais elevadas do que durante o periodo com C. urucurana. Por isso,

comparagOes devem ser feitas com certa cautela, pois temperaturas mais elevadas podem
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influenciar negativamente o metabolismo das plantas sob estresse hidrico. Embora o estudo
desenvolvido por Rodrigues et al. (2019), com essas mesmas espécies em locais de restauracao
durante a estacdo seca, e, portanto, sob temperaturas mais amenas, também apontou que C.
floribundus é mais sensivel do que C. urucurana.

Em relacdo aos compostos do metabolismo secundério, a quantidade de compostos
fendlicos, flavonoides e alcaloides diminuiu em ambas as espécies, sob déficit hidrico,
provavelmente porque houve alteracdo no metabolismo primario em situacdo de estresse
hidrico, influenciando o metabolismo secundario (Salisbury e Ross 1991). A atividade
antioxidante diminuiu, possivelmente, devido a queda dos flavonoides, pois alguns autores
sugerem que a atividade antioxidante das plantas esta relacionada a presenca de compostos
fendlicos, como flavonoides e taninos (Marinho et al. 2020; Khater et al. 2019). Embora o
déficit hidrico tenha diminuido esses compostos secundarios e a atividade antioxidante, a queda
n&o foi brusca e eles aumentaram com o tempo. Esse incremento pode estar relacionado com a

idade e o desenvolvimento das plantas (Borges et al. 2017; Sampaio et al. 2016).

Concluséo

Nosso estudo evidenciou que em plantas jovens de C floribundus e C. urucurana
submetidas ao deficit hidrico, ocorrem significativas modificacdes nos processos fisioldgicos
com alteracGes na producdo de compostos secundarios.

As mudangas metabdlicas, quando favoraveis, colaboram para a tolerncia a
determinada intensidade de estresse, por exemplo, ambas as espécies sdo capazes de sobreviver
ao déficit hidrico moderado (50% de CRAS), porém, C. floribundus mostrou-se mais sensivel
do que C. urucurana, ja que as plantas ndo se desenvolveram a 50% e morreram sob 25% de

CRA:s.
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Para as especies congenéricas estudadas, as modificagdes do metabolismo enzimatico
representadas pelo aumento da atividade de enzimas antioxidantes, bem como a producdo de
moléculas protetoras como a prolina, sugerem respostas com valor adaptativo em resposta ao
déficit hidrico. Por outro lado, o déficit hidrico altera ndo s6 o metabolismo primario das
espécies, mas também a producdo de compostos do metabolismo secundéario, com reducao de

alcaloides, compostos fenolicos e flavonoides.
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Material suplementar

Tabela 1 — Resultados da Anova dois fatores para os efeitos da capacidade de retencao de agua
do solo (CRAS), tempo de tratamento (T) e sua interacdo (CRAs x T) sobre parametros
fisioldgicos foliares das duas espécies de Croton avaliadas. A/Ci: eficiéncia imediata da
carboxilacdo da Rubisco, Fv/Fm: eficiéncia fotoquimica do fotossistema I, CRA foliar:

capacidade de retencao de agua foliar.

Parametros C. floribundus C. urucurana

F p F p
Taxa de absor¢do de CO>
CRAs 6,368 0,0165 4,046 0,0271
T 0,081 0,9228 141,950 <0,0001
CRAsx T 1,020 0,4131 3,190 0,0118
Condutancia estomatica
CRAs 7,325 0,0110 6,201 0,0059
T 0,667 0,5207 162,385 <0,0001
CRAsXT 0,926 0,4619 3,505 0,0070
A/Ci
CRAs 3,065 0,0916 1,277 0,3181
T 0,608 0,5511 107,527 <0,0001
CRAsx T 1,826 0,1498 2,912 0,0188
Fv/Fm
CRAs 2,177 0,1946 0,203 0,8927
T 3,939 0,0381 4,282 0,0206
CRAsXT 5,169 0,0060 2,355 0,0484
CRA foliar
CRAs 75,241 0,0001 2,012 0,1829
T 80,074 <0,0001 21,132 <0,0001
CRAsXT 5,606 0,0041 4,561 0,0032
Prolina
CRAs 48,620 0,0002 58,665 0,0000

T 22,578 0,0000 148,201 0,0000
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Parametros C. floribundus C. urucurana
F p F p
CRAsxT 32,578 0,0000 16,833 0,0000

Tabela 2 — Resultados da Anova dois fatores para os efeitos da capacidade de retencdo de agua

do solo (CRAs), tempo de tratamento (T) e sua interagdo (CRAs x T) sobre parametros de

crescimento das duas espécies de Croton avaliadas.

Parametros C. floribundus C. urucurana

F p F p
Massa seca da parte aérea
CRAs 81,768 <0,0001 51,659 <0,0001
T 58,015 <0,0001 133,127 <0,0001
CRAsx T 16,758 <0,0001 24,270 <0,0001
Area foliar
CRAs 174,531 <0,0001 45,355 <0,0001
T 14,972 0,0001 12,019 0,0002
CRAsx T 4,054 0,0162 3,069 0,0225
Altura da parte aérea
CRAs 33,225 0,0006 70,064 <0,0001
T 11,116 0,0007 75,261 <0,0001
CRAsx T 3,558 0,0263 9,951 <0,0001
Massa seca da raiz
CRAs 6,055 0,0364 27,014 0,0001
T 13,224 0,0003 139,120 <0,0001
CRAsx T 8,246 0,0006 12,190 <0,0001
Comprimento da raiz
CRAs 27,913 0,0009 9,278 0,0041
T 5,895 0,0107 5,978 0,0078
CRAsx T 1,817 0,1696 0,937 0,4870
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Tabela 3 — Resultados da Anova dois fatores para os efeitos da capacidade de retencdo de agua
do solo (CRAs), tempo de tratamento (T) e sua interacdo (CRAs x T) sobre atividade
enzimatica, compostos do metabolismo secundario e atividade antioxidante das duas espécies

de Croton avaliadas.

Parametros C. floribundus C. urucurana

F p F p
Peroxidase
CRAs 990,404 0,0000 1,837 0,2107
T 331,585 0,0000 43,754 0,0000
CRAsXT 347.673 0,0000 24,539 0,0000
Superoxido dismutase
CRAs 466.632 0,0000 62,195 0,0000
T 3,964 0,0375 78,680 0,0000
CRAsSXT 32,334 0,0000 51,758 0,0000
Fenois
CRAs 736,946 0,0000 91,607 0,0000
T 2322,058 0,0000 493,658 0,0000
CRAsXT 26,581 0,0000 11,272 0,0000
Alcaloides
CRAs 723,251 0,0000 593,799 0,0000
T 213,945 0,0000 6352,241 0,0000
CRAsx T 3,223 0,0368 46,389 0,0000
Flavonoides
CRAs 167,872 0,0000 2227,819 0,0000
T 1046,516 0,0000 49445,760 0,0000
CRAsXT 2,398 0,0883 245,169 0,0000
Atividade antioxidante
CRAs 54,963 0,0001 5390,188 0,0000
T 1470,376 0,0000 22412,461 0,0000

CRAsXx T 0,675 0,6178 27,944 0,0000
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CAPITULO 2: O alagamento afeta a sobrevivéncia e o metabolismo de duas espécies de

Croton?!?

Resumo Espécies tropicais nativas com ampla distribuicdo estdo sujeitas a heterogeneidade
ambiental. Croton floribundus e C. urucurana, por exemplo, ocorrem em matas ciliares, floresta
estacional semidecidual, entre outras formac6es florestais. Para elucidar possiveis estratégias
adaptativas que permitem esse par congenérico ocupar areas sujeitas a alagamentos sazonais ou
perenes, estudamos o efeito de diferentes tempos de exposi¢do ao alagamento sobre sua
sobrevivéncia e metabolismo, bem como o potencial de recuperacdo pés-alagamento.
Diferentemente de C. urucurana, as plantas de C. floribundus sobreviveram ao alagamento
apenas por 60 dias e ao pds-alagamento dos 60 dias, ndo sobrevivendo ao alagamento até os 90
dias. Em ambas as espécies, 0 alagamento reduziu a taxa de absorcdo de CO», a condutancia
estomatica, a eficiéncia de carboxilagdo da rubisco, a eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il
e a biomassa da parte aérea e raiz, entretanto, houve recuperacdo desses parametros no pés-
alagamento. Adicionalmente, o alagamento aumentou o teor de alcaloides, compostos fenolicos
totais, flavonoides, atividade antioxidante, prolina e a atividade das enzimas guaiacol
peroxidade e superdxido dismutase. Em ambas as espécies ndo houve aumento da atividade da
enzima alcool desidrogenase. Assim, concluimos que C. floribundus é mais sensivel ao
alagamento quando comparada ao seu par congenérico, que 0os mecanismos de adaptacdo ao
alagamento estdo relacionados & plasticidade fenotipica das espécies, incluindo a formagéao de
lenticelas caulinares e raizes adventicias, modificagdes do metabolismo primario e secundario
e producgdo de moléculas protetoras como a prolina.

Palavras-chave Croton floribundus, Croton urucurana, Fotossintese, Compostos fendlicos,
Enzimas antioxidantes

! Esse artigo sera submetido na revista Trees.
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Introducéo

Como consequéncia das mudancas climaticas, hé previsdo de uma frequéncia maior de
eventos climaticos extremos, como tempestades tropicais, inundacgdes, ondas de calor, seca,
entre outros (IPCC 2021). Esses distUrbios ambientais sdo tipicos estressores abidticos para
plantas (Bourtsoukidis et al. 2014; Copolovici e Niinemets 2010; Loreto e Schnitzler 2010), e
0 alagamento é um dos estresses abidticos mais comuns que limitam o crescimento e a
sobrevivéncia de muitas plantas, especialmente em regides tropicais e subtropicais
(Kreuzwieser e Rennenberg, 2014). Assim, o estresse por alagamento pode ser mais severo e
frequente com o agravamento das mudancas climéticas globais, e a tolerdncia a esse estresse
depende da espécie, idade da planta, e outros fatores como tempo e duracdo das inundacGes
(Voesenek e Bailey-Serres 2015; Kreuzwieser et al. 2004; Kozlowski 1997).

Em regiBes inundadas, a &gua ocupa 0s espacos de ar do solo provocando a reducao na
disponibilidade de oxigénio para as células, como resultado da hipoxia, podem ser observadas
alteracdes morfofisioldgicas e bioquimicas nas plantas como a diminuicdo da respiragéo,
fotossintese, condutancia estomatica, eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco (Barbosa et al.
2021; Cremon et al. 2020; Junglos et al. 2018), producdo inadequada de ATP, aumento de
espécies reativas de oxigénio (EROs), de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase
(SOD) e a peroxidase (POD), aumento de prolina (Wu et al. 2022), limitacdo do crescimento
das plantas (Barbosa et al. 2021; Kissman et al. 2014), diminuicdo da eficiéncia fotoquimica do
fotossistema Il (Fv/Fm) (Cremon et al. 2020; Liu et al. 2014), e producdo de lenticelas
hipertrofiadas e raizes adventicias (Marcilio et al. 2019; Junglos et al. 2018; Kolb et al. 1998).
A deficiéncia de oxigénio também pode induzir mudangas no metabolismo respiratério das
raizes, levando a aceleragdo da glicolise com produgdo de etanol, que é o produto final da
fermentagdo alcoolica, catalisada pela enzima alcool desidrogenase (Kolb e Joly 2009;

Kreuzwieser et al., 2004).
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Estresse adicional pode ocorrer quando as plantas sdo desalagadas (reaeradas), periodo
em que também pode haver o acimulo de EROs, tanto nas raizes quanto nas folhas. Em espécies
tolerantes, danos celulares sdo evitados quando EROs atuam na ativacao de genes especificos
(genes estresse induzidos) resultando na ativacdo do sistema de defesa antioxidante. Os
componentes de defesa antioxidante compreendem os sistemas antioxidantes enzimaticos e no
enziméticos. Os enzimaticos incluem, por exemplo, a superéxido dismutase (SOD) e a
peroxidase (POD). Os ndo enzimaticos sdo constituidos por compostos do metabolismo
secundério, como flavonoides e taninos (Marinho et al. 2020; Khater et al. 2019).

A maioria dos estudos sobre alagamento tem avaliado as plantas enquanto estdo
alagadas, em detrimento de estudos no pdés-alagamento (Voesenek e Bailey-Serres, 2015).
Contudo, é importante verificar ndo sé a capacidade de sobrevivéncia das plantas ao alagamento
em si, mas também a capacidade de recuperacdo de suas atividades fisiologicas apOs esse
periodo estressante. A capacidade de restabelecimento pos-injlrias provocadas pelo
alagamento é crucial para o sucesso do estabelecimento das plantas apds o periodo de hipoxia
(Luo et al. 2011), pois, a rapida exposicdo a uma condicdo na qual o solo estd com uma melhor
drenagem, pode expor a planta a um segundo estresse, pela troca radical da condi¢cdo ambiental.
Desse modo, quando retiradas do alagamento e em contato com o oxigénio, plantas menos
tolerantes estdo sujeitas a danos oxidativos severos, que podem acarretar a morte do individuo
(Rawyler; Arpagaus; Braendle, 2002).

Embora Croton urucurana Baill. seja encontrada naturalmente em formacdes
hidromdrficas permanentemente alagadas ou aquelas sujeitas a diferentes niveis de inundacao,
como as matas ciliares, ela também é encontrada em floresta estacional semidecidual e outras
formac0es vegetais no Brasil, e em outros paises como Paraguai, Argentina e Uruguai (Cordeiro
et al. 2015; Barbieri et el. 2014; Durigan et al. 2002). C. floribundus Spreng. é encontrada em

area antrdpica, floresta estacional semidecidual, floresta ombrofila e ciliar, bem como outras
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florestas do Brasil e leste do Paraguai (Cordeiro et al. 2015; Silvestrini et al. 2013), sugerindo
que esse par congenérico apresenta uma importante plasticidade as condi¢6es de inundagéo.
Essas espécies sdo bastante utilizadas em &reas de restauracdo florestal no Brasil e possuem
importancia medicinal, com producéo de metabdlitos secundarios bioativos como, flavonoides
e alcaloides (Cordeiro et al. 2016; Uchoa et al. 2013; Oliveira et al. 2008; Salatino et al. 2007).
Apesar dos compostos e de suas atividades serem conhecidas, pouco se sabe sobre sua
producdo/variacdo sob alagamento, sendo importante conhecer a dindmica de biossintese desses
compostos com importancia farmacol6gica sob essa condicdo de estresse. De uma forma geral,
a falta ou excesso de &gua podem levar a modificacdes no metabolismo secundario (Gobbo-
Neto e Lopes, 2007). Entretanto, Radaelli et al. (2020) observaram que o teor de compostos
fendlicos totais ndo foi influenciado pela porcentagem de &gua no substrato, nem pela
inundacdo, com lamina de 4gua de 5 cm, em mudas de Plinia spp.

Para elucidar possiveis estratégias adaptativas que permitem esse par congenérico
ocupar areas sujeitas a alagamentos sazonais ou perenes, estudamos o efeito de diferentes
tempos de exposicdo ao alagamento sobre a sobrevivéncia e o metabolismo primario e
secundario de C. floribundus e C. urucurana (Euphorbiaceae), e seu potencial de recuperagédo
no pos-alagamento. Perguntamos se as espécies sdo capazes de sobreviver a esse estresse por
um periodo de 90 dias, quais 0s mecanismos que as permitirdo continuar realizando os seus
processos fisioldgicos, e se a producdo de compostos do metabolismo secundario é afetada pelo
alagamento. Nossa hipdtese é que as duas espécies resistam ao alagamento, j& que sdo
naturalmente encontradas em ambientes sujeitos ao alagamento, apresentando certa
plasticidade, como por exemplo, aumento da atividade da enzima ADH em plantas alagadas e
aumento da atividade de enzimas antioxidantes em plantas reaeradas, e produgdo de moléculas
protetoras como a prolina. Acreditamos que ocorra alteracdo no teor de metabolitos secundarios

sob alagamento.
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Material e métodos
Material vegetal e procedimento experimental

As mudas de C. floribundus, com cerca de 40 cm de altura, foram adquiridas em viveiro
comercial, localizado em Londrina-PR (-23.35858; -51.04678) e mudas de C. urucurana, com
cerca de 60 cm de altura, foram adquiridas em viveiro comercial, localizado em Assis-SP (-
22.62974; -50.41951). O experimento, com ambas as espécies, foi conduzido em casa de
vegetacdo com cobertura de plastico transparente, durante os meses de janeiro a maio de 2020.
Os dados de temperatura e umidade relativa do ar foram obtidos com termohigrémetro nos dias
das avaliages experimentais. Foram obtidas as seguintes medidas: temperatura aos 30, 60 e 90
dias de experimento: 32°C, 35°C e 34°C, umidade relativa do ar: 40%, 21% e 30%,
respectivamente.

As mudas foram transplantadas para sacos plasticos medindo 25x30 cm, contendo
Latossolo Vermelho distroférrico e areia na proporcao de 2:1. Ap6s um periodo de 30 dias de
aclimatacdo, os sacos foram colocados em tanques de lona contendo agua até 3 cm acima da
superficie do substrato, para simular alagamento, por 30, 60 e 90 dias; as mudas ndo alagadas
e irrigadas diariamente foram utilizadas como controle. Para avaliar o potencial de recuperacéo
po6s-alagamento, ao término de cada periodo de alagamento (30, 60 e 90 dias) um lote de plantas
foi acompanhado por mais 30 dias sem alagamento do substrato (condi¢do de mudas reaeradas),
com irrigacdo diéria.

As avaliagbes da atividade enzimatica, prolina e de compostos do metabolismo
secundario foram realizadas em quatro réplicas, e as demais avaliacbes em seis réplicas. A
unidade experimental foi constituida por um saco contendo uma muda. Foram avaliadas as

seguintes caracteristicas:
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Mudas sobreviventes e alteragdes morfoldgicas

O total de mudas sobreviventes foi computado ao término de cada periodo de
alagamento e no po6s-alagamento. Alteracfes morfoldgicas como o desenvolvimento de
lenticelas hipertroficas e de raizes adventicias foram observadas e descritas ao longo do

experimento.

Parémetros fotossintéticos

A taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (Gs) e concentracao interna de CO>
(Ci) foram obtidas com analisador de gases no infravermelho (IRGA), marca ADC, modelo
LCi PRO (Analytical Development Co. Ltda, Hoddesdon, UK). Com esses dados foi calculada
a eficiéncia da carboxilacdo da Rubisco (A/Ci) (Zhang et al. 2001). As medicbes foram
realizadas em folhas totalmente expandidas pertencentes ao terceiro par (do apice para a base).
As avaliagdes foram realizadas no periodo da manh4, entre 8 e 11h, sendo considerados apenas
os dados medidos sob fluxo fotossintético de fétons (FFF) maior que 700 pumol m™ s,

A fluorescéncia da clorofila a foi mensurada pelos registros da eficiéncia quantica
potencial do fotossistema Il (Fv/Fm), e obtida com uso do fluorimetro portatil, modelo OS-30p
(Opti-Sciences Chlorophyll Fluorometer, Hudson, USA). A determinacéo da fluorescéncia foi
realizada entre 8 e 11h da manhd, nas mesmas folhas utilizadas para as avaliacdes das trocas
gasosas. As folhas foram submetidas a um periodo de 30 minutos de adaptacao ao escuro, com
o0 auxilio de clipes adaptadores, antes da realizacdo das medidas. A radiacdo de excitacdo

constituiu de 1 tnico flash de 1s a 1.500 pumol m2.s™.

Conteudo relativo de agua e prolina foliar
O conteudo relativo de dgua da folha (CRA() foi obtido usando discos foliares (coletados

as 5h da manha) de plantas submetidas a cada um dos tratamentos, e calculado pela seguinte
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formula: CRAf (%) = [(MF-MS) / (MT-MS)] x 100, onde MF é a massa fresca dos discos; MS é
a massa seca apds secagem em estufa e MT é a massa turgida ap6s hidratacdo dos discos por 24
horas em frascos escuros contendo agua destilada, adaptado de Barrs e Weatherley (1962).
Para a extragdo e quantificacdo de prolina, amostras das folhas foram secas em estufa
de circulacédo forcada de ar, a 40°C, até massa constante, e trituradas a pé fino. A concentragéo

de prolina foi avaliada pelo método de Bates et al. (1973).

Parametros de crescimento
A massa seca da raiz e da parte aérea foi obtida com uso de estufa a 50°C, até massa

constante, e balanca analitica de precisdo.

Anélise enzimatica e proteina total

Para a preparacdo do extrato enzimatico, 300 mg de folhas frescas foram trituradas em
almofariz, com adicdo de 6 mL de solucéo de extracdo gelada, constituida de tampao fosfato de
potassio 0,1 M e pH 7, contendo 1% de PVP (Polivinilpirrolidona). Os homogeneizados foram
centrifugados por 10 minutos a 10000 rpm, em centrifuga refrigerada, e os sobrenadantes
coletados foram utilizados nas avaliacGes enzimaticas.

A atividade da guaicol peroxidase (POD) (mg de proteina) foi determinada por método
espectrofotométrico direto, convertendo guaicol para tetraguaiacol a 470 nm (Hammerschmidt
et al. 1982), usando um leitor de microplacas ELISA (modelo Expert Plus).

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) (mg de proteina-1) foi medida de
acordo com Giannopolitis e Ries (1977). As leituras de absorbancia foram realizadas a 560 nm

usando espectrofotdmetro (Espectrofotdmetro Visivel Metash - modelo VV5000).
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Em raizes de plantas ndo alagadas e alagadas por 3, 5, 10, 30, 60 e 90 dias foi avaliada
a atividade da enzima do metabolismo anaerébico ADH (&lcool desidrogenase), de acordo com
a metodologia descrita por Kolb e Joly (2009).

A proteina total, necessaria para calcular a atividade especifica das enzimas estudadas,
foi quantificada de acordo com a metodologia de Bradford (1976). As leituras de absorbancia
foram realizadas no espectrofotdmetro a 595 nm (Espectrofotdmetro Visivel Metash - modelo

\V/5000).

Compostos do metabolismo secundario e atividade antioxidante

Os compostos foram quantificados a partir de folhas secas a 40°C e trituradas. A
extracdo foi realizada por contato da amostra (100 mg) com 5 mL de etanol (95%) durante 30
minutos em banho ultrassénico. Apos esse periodo o extrato foi filtrado e secado em rota-
evaporador e posteriormente liofilizado. O rendimento obtido foi de 32,8% m:m.

Os compostos fendlicos totais e os flavonoides foram avaliados empregando o método
descrito por Djeridane et al. (2006). A quantificacdo dos alcaloides totais foi determinada de
acordo com o procedimento desenvolvido por Oliveira et al. (2006), utilizando menores
volumes/massas de extrato e reagentes, porém mantendo as concentracdes.

A avaliagdo da atividade “sequestradora” de radicais livres foi determinada pelo método
fotocolorimétrico in vitro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). A cada 100 uL
da amostra (extrato) foram adicionados 3000 pL da solugdo de DPPH 0,004% e incubada na
temperatura ambiente por 30 minutos. O método consistiu no monitoramento do consumo do
radical livre DPPH das amostras, atraves do decréscimo da medida de absorbancia realizada
em espectrofotdmetro a 517 nm. A atividade foi calculada pela formula: % redugdo DPPH=

(Abs branco — Abs amostra) / Abs branco x 100, onde Abs é a absorbancia.
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Anélise estatistica

Para cada espécie, os dados foram testados quanto as premissas de normalidade (teste
de Kolmogorov-Smirnoff; a = 0,05) e homogeneidade de variancias (teste de Levene, o.= 0,05).
As médias foram submetidas 8 ANOVA fatorial e havendo significancia as médias de tempo
de experimento e regime de tratamento foram comparadas pelo teste de Tukey e as médias da

interacdo entre os fatores analisados foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (o = 0,05).

Resultados
Mudas sobreviventes e alteragdes morfoldgicas

Cerca de 80% das plantas de C. floribundus sobreviveram ao alagamento por 60 dias e
ao pds-alagamento, mas ndo sobreviveram ao alagamento até os 90 dias. Todas as plantas de
C. urucurana sobreviveram ao alagamento por 90 dias e ao pés-alagamento. Ambas as espécies
desenvolveram raizes adventicias e lenticelas hipertrofiadas (ap6s 4 dias aproximadamente) na

base dos caules nas mudas alagadas (Figura 1).

Fig. 1 Presenca de lenticelas hipertrofiadas e raizes adventicias (R.A) nas mudas de C.

urucurana (A: controle e B: alagada) e C. floribundus (C: controle e D: alagada).
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Parametros fotossintéticos

Em C. floribundus, a taxa de absorcdo de CO- (A), a condutancia estomaética (Gs) e a
eficiéncia da carboxilacdo da Rubisco (A/Ci) foram influenciadas pelo regime hidrico, tempo
de experimento e pela interacdo entre esses fatores (Material Suplementar, Tabela S1). Em C.
urucurana, A e Gs foram influenciadas pelo tempo de experimento e pela interagcdo entre 0s
fatores analisados, ja a A/Ci foi influenciada apenas pelo tempo de experimento (Material
Suplementar, Tabela S1).

Para C. floribundus houve decréscimo de A, Gs e A/Ci nas plantas alagadas aos 30 e 60
dias. Apds os 30 dias de alagamento as plantas reaeradas de C. floribundus néo recuperaram os
valores de A, Gs e A/Ci, contudo, houve recuperacdo desses valores ap6s os 60 dias de
alagamento seguido por 30 dias de reaeramento (Figura 2). Em C. urucurana houve decréscimo
de A e Gs nas plantas alagadas por 30 dias, entretanto houve recuperacdo desses parametros
apos a suspensao do alagamento (Figura 2). Aos 60 dias houve decréscimo de A nas plantas
alagadas seguido de ndo recuperacdo apoOs a suspensdo do alagamento. A Gs aumentou nas
plantas alagadas aos 60 dias e os valores foram semelhantes ao controle apds o periodo de
reaeracdo. Aos 90 dias houve aumento de A e Gs nas plantas alagadas, sendo que os valores de
A foram mantidos ap06s suspensdo do alagamento enquanto os valores de Gs se igualaram aos
do controle (Figura 2). A A/Ci aos 60 e 90 dias foram semelhantes aos valores desse parametro
aos 30 dias de experimento, sendo menor aos 60 dias em relacdo aos 90 dias (Figura 2).

Em C. floribundus a Fv/Fm foi influenciada pelo tempo de experimento e pela interacéo
entre o regime hidrico e o tempo de experimento (Material Suplementar, Tabela S1). Em C.
urucurana, Fv/Fm foi influenciada pelo regime hidrico e pelo tempo de experimento (Material
Suplementar, Tabela S1).

Aos 30 dias ndo houve diferenca de Fv/Fm entre as plantas controle e as alagadas de C.

floribundus, porém houve aumento de Fv/Fm nas plantas que foram submetidas a reaeragéo, 30
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dias apos o alagamento (Figura 3). Aos 60 dias houve reducdo de Fv/Fm nas plantas alagadas
de C. floribundus, ndo ocorrendo recuperagdo 30 dias apos esse periodo de alagamento (Figura
3). Em C. urucurana o alagamento causou reducdo dos valores de Fv/Fm, entretanto houve

recuperacao, sendo esses valores maiores aos 60 dias de experimento (Figura 3).

C. floribundus C. urucurana
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Fig. 2 Efeito do alagamento sobre a taxa de absorcéo de CO- (A), condutancia estomatica (Gs)
e eficiéncia da carboxilacdo da Rubisco (A/Ci) em duas espécies de Croton e sua capacidade de

recuperacao pos-alagamento. C30, C60 e C90 = controle por 30, 60 e 90 dias; A30, A60 e A90
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= alagado por 30, 60 e 90 dias; R30+30, R60+30 e R90+30 = recuperacéo (30, 60 e 90 dias de
alagamento seguido de 30 dias apos a suspensdo do alagamento). Os dados sdo representados
pelas médias + desvio padrdo (n=6). Médias seguidas de mesma letra ndo variam entre si pelo

teste de Scott-Knott ou pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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Fig. 3 Eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fm) de duas espécies de Croton
submetidas ao alagamento e sua capacidade de recuperacdo pos-alagamento. C30 e C60=
controle por 30 e 60 dias; A30 e A60= alagado por 30 e 60 dias; R30+30 e R60+30=
recuperacao (30 e 60 dias de alagamento seguido de 30 dias ap0s a suspensdo do alagamento).
Os dados sdo representados pelas médias + desvio padrédo (n=6). Médias seguidas de mesma

letra ndo variam entre si pelo teste de Scott-Knott ou pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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Conteudo relativo de agua e de prolina nas folhas

Para ambas as espécies, o CRAf e a prolina foram influenciados pelo tempo de
experimento e pela interacdo entre o regime hidrico e tempo de experimento, com excegao da
prolina em C. floribundus, que foi influenciada pelos fatores analisados e pela interacdo entre
eles (Material Suplementar, Tabela S1).

Em C. floribundus ndo houve diferenca do CRAf entre as plantas controle e alagadas por
30 dias, entretanto, houve reducédo desse parametro 30 dias ap0s a suspensao do alagamento das
plantas. Aos 60 dias o CRAf diminuiu nas plantas alagadas, contudo houve recuperacdo do
mesmo apds a suspensao do alagamento (Figura 4). Em C. urucurana nao houve diferenca entre
os tratamentos aos 30 e 60 dias, com excecdo do aumento do CRAf ap6s a suspensdo do
alagamento dos 60 dias, o que ndo ocorreu com as plantas reaeradas apés 90 dias de alagamento,
que apresentaram valores menores de CRAf em relacdo as plantas controle e alagadas por 90
dias (Figura 4).

O conteldo de prolina em C. floribundus ndo variou entre os tratamentos, com excec¢ao
de seu aumento nas plantas alagadas por 60 dias (Figura 4). Em C. urucurana a prolina
aumentou apoés a suspensao do alagamento dos 60 dias e nas plantas controle e alagadas aos 90

dias de experimento (Figura 4).
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Fig. 4 Influéncia do alagamento sobre o contetudo relativo de agua nas folhas (CRA(),
mensurado as 5h da manhd, e de prolina de duas espécies de Croton, e sua capacidade de
recuperacdo pos-alagamento. C30, C60 e C90 = controle por 30, 60 e 90 dias; A30, A60 e A90
= alagado por 30, 60 e 90 dias; R30+30, R60+30 e R90+30 = recuperac¢do (30, 60 e 90 dias de
alagamento seguido de 30 dias ap6s a suspensao do alagamento). Os dados sdo representados
pelas médias + desvio padrdo (n=6). Médias seguidas de mesma letra ndo variam entre si pelo

teste de Scott-Knott (p < 0,05)

Parametros de crescimento
A massa seca da parte aérea, em C. floribundus, foi influenciada pelo tempo de
experimento e pela interacdo entre o regime hidrico e tempo de experimento. Em C. urucurana

a massa seca da parte aérea foi influenciada apenas pelo tempo de experimento. Para ambas as
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espécies, a massa seca da raiz foi influenciada pelos fatores analisados, bem como pela
interacdo entre eles (Material Suplementar, Tabela S2).

Em C. floribundus, a massa seca da parte aérea ndo diferiu entre os regimes hidricos aos
30 dias, entretanto, houve redugdo da massa seca da parte aérea nas plantas alagadas por 60 dias
em relacdo as plantas controle nesse periodo, com recuperagdo da massa aérea apOs SUSpPensao
do alagamento dos 60 dias. Ja a massa seca da raiz aumentou apenas nas plantas do pés-
alagamento dos 60 dias (Figura 5). Em C. urucurana a massa seca da parte aérea aumentou aos
60 dias em relagcdo ao periodo anterior. J& a massa seca da raiz ndo diferiu entre as plantas
controle e alagadas aos 30 dias, contudo, houve aumento nas plantas apds a suspensdo do
alagamento dos 30 dias. Aos 60 dias houve incremento de massa seca nas plantas alagadas e
nas que foram reaeradas, em comparagdo com as plantas controle. Adicionalmente, a maior
massa seca da raiz foi observada nas plantas controle aos 90 dias, sendo menor e semelhante
entre as plantas alagadas por 90 dias e as plantas reaeradas ap6s a suspensdo do periodo de

alagamento (Figura 5).
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Fig. 5 AlteracGes no crescimento de duas espécies de Croton submetidas ao alagamento e sua
capacidade de recuperacao pds-alagamento. C30, C60 e C90 = controle por 30, 60 e 90 dias;
A30, A60 e A90 = alagado por 30, 60 e 90 dias; R30+30, R60+30 e R90+30 = recuperacéo (30,
60 e 90 dias de alagamento seguido de 30 dias ap6s a suspensao do alagamento). Os dados sao
representados pelas médias + desvio padréo (n=6). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem

entre si pelos testes de Scott-Knott ou pelo teste de Tukey (p < 0,05)

Atividade enzimatica

Em ambas as espécies de Croton ndo houve aumento da atividade da enzima alcool
desidrogenase (ADH) nas raizes das plantas alagadas (dados ndo mostrados).

A atividade da enzima POD, em C. floribundus, foi influenciada pelo tempo de

experimento e pela interacéo entre os fatores analisados, enquanto a SOD foi influenciada pelo
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regime hidrico, tempo de experimento e pela interacdo entre esses fatores (Material
Suplementar, Tabela S3). Em C. urucurana, a POD foi influenciada pelos fatores analisados e
pela interacdo entre eles e a SOD foi influenciada pelo tempo de experimento e pela interacéo
entre os fatores analisados (Material Suplementar, Tabela S3).

Em C. floribundus, houve aumento da atividade da POD nas plantas alagadas por 30 e
60 dias em relagdo as plantas controle, ocorrendo redugdo apenas nas plantas reaeradas ap6s 0s
30 dias de alagamento. J& a atividade da SOD né&o diferiu entre as plantas controle e alagadas
aos 30 dias, ocorrendo aumento nas plantas dos demais tratamentos, que nédo diferiram entre si
(Figura 6). Em C. urucurana, houve aumento da POD nas plantas alagadas por 30 dias e
naquelas apds a suspensdo do alagamento, bem como nas plantas controle aos 60 dias. A
atividade dessa enzima foi reduzida nas plantas alagadas por 60 dias e naquelas reaeradas apos
suspensdo do alagamento. Aos 90 dias houve aumento da POD nas plantas alagadas e no pés-
alagamento em comparacdo com as plantas controle. J& a atividade da SOD aumentou nas
plantas reaeradas apds o periodo de 30 dias de alagamento, nas plantas controle aos 60 dias, nas
plantas alagadas por 90 dias e nas plantas do tratamento de recuperacao apds esse periodo de

alagamento (Figura 6).
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Fig. 6 Influéncia do alagamento sobre as enzimas guaiacol peroxidase (POD) e superdxido
dismutase (SOD), em folhas de duas espécies de Croton e sua capacidade de recuperacao pos-
alagamento. C30, C60 e C90 = controle por 30, 60 e 90 dias; A30, A60 e A90 = alagado por
30, 60 e 90 dias; R30+30, R60+30 e R90+30 = recuperacéao (30, 60 e 90 dias de alagamento
seguido de 30 dias ap6s a suspensdo do alagamento). Os dados sao representados pelas médias

+ desvio padréo (n=4). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott (p < 0,05)

Compostos do metabolismo secundario e atividade antioxidante

Para ambas as espécies, todos os compostos do metabolismo secundario avaliados foram

influenciados pelos fatores analisados, bem como pela interacdo entre eles, com excecdo dos
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alcaloides em C. floribundus, que foram influenciados apenas pelos fatores analisados (Material
Suplementar, Tabela S3).

A quantidade de flavonoides ndo diferiu entre as plantas controle e alagadas de C.
floribundus aos 30 dias, entretanto, houve aumento nas plantas pos-alagamento. Aos 60 dias
houve aumento de flavonoides nas plantas alagadas e no pos-alagamento em comparagdo com
o controle (Figura 7). J& a quantidade de compostos fendlicos ndo diferiu entre os regimes de
tratamento aos 30 dias, contudo, houve aumento gradativo entre os regimes aos 60 dias,
considerando plantas controle, plantas alagadas e as reaeradas, respectivamente (Figura 7). Os
alcaloides aumentaram nas plantas alagadas e nas plantas que foram submetidas a recuperacao
em relac&o as plantas controle, havendo aumento nas plantas aos 60 dias de experimento (Figura
7).

Em C. urucurana, a quantidade de flavonoides aumentou nas plantas controle, alagadas
e no pos-alagamento ao longo do tempo, sendo que para cada periodo a quantidade foi maior
nas plantas alagadas, seguidas das reaeradas (Figura 7). Ja a quantidade de compostos fendlicos
e de alcaloides aumentou nas plantas controle, alagadas e no pos-alagamento ao longo do
tempo, sendo que para cada periodo a quantidade foi maior nas plantas alagadas, seguidas das
reaeradas, com excecdo das plantas controle e alagadas por 90 dias, em que as quantidades

foram semelhantes (Figura 7).
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Fig. 7 Alteracbes nos compostos do metabolismo secundario em folhas de duas espécies de
Croton submetidas ao alagamento e sua capacidade de recuperacao pés-alagamento. C30, C60
e C90 = controle por 30, 60 e 90 dias; A30, A60 e A90 = alagado por 30, 60 e 90 dias; R30+30,
R60+30 e R90+30 = recuperacdo (30, 60 e 90 dias de alagamento seguido de 30 dias apds a
suspensdo do alagamento). Os dados sdo representados pelas médias * desvio padrdo (n=4).
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelos testes de Scott-Knott ou pelo teste

de Tukey (p < 0,05)
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A atividade antioxidante foi influenciada pelos fatores analisados, bem como pela
interacdo entre eles em ambas as espécies (Material Suplementar, Tabela S3).

Em C. floribundus, a atividade antioxidante ndo diferiu entre as plantas controle e
alagadas aos 30 dias, sendo maior nas plantas apds o reaeramento. Para o regime hidrico de 60
dias, houve aumento gradativo da atividade antioxidante, considerando plantas controle, plantas
alagadas e as reaeradas, respectivamente (Figura 8). Em C. urucurana, houve aumento
gradativo da atividade antioxidante em todos os tratamentos ao longo do tempo, com valores

menores para plantas controle, intermediarios para as alagadas e maiores para as reaeradas

(Figura 8).

% 100 C. floribundus C. urucurana

) a c ¢ b 2

28 ¢ ¢ d c D {hoe Lo o

Z

£ 60 .

5

Z 401 1

s

S 207 -

o

Z 0 -

< Q Q (] D N} Q DO A0 A D O D N DD
&SP %QX% RS @X”a % Y::@;; S Yio@x"v S Yssq@'b

- A o R R
Tratamentos Tratamentos

Fig. 8 Atividade antioxidante em folhas de duas espécies de Croton submetidas ao alagamento
e a capacidade de recuperacdo pés-alagamento. C30, C60 e C90 = controle por 30, 60 e 90 dias;
A30, A60 e A90 = alagado por 30, 60 e 90 dias; R30+30, R60+30 e R90+30 = recuperacéo (30,
60 e 90 dias de alagamento seguido de 30 dias apds a suspensao do alagamento). Os dados sao
representados pelas médias + desvio padrao (n=4). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05)
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Discussao

Nosso interesse maior com esse estudo é o de avaliar respostas metabdlicas das duas
espécies de Croton, frente ao alagamento, por diferentes periodos de tempo, a fim de relaciona-
las com suas capacidades de sobrevivéncia e de desenvolvimento sob esse estresse, bem como
no periodo pds-alagamento, fornecendo subsidios para projetos de restauracdo florestal com
ambas as espécies.

Com relacdo as respostas do metabolismo primario, as trocas gasosas foliares em ambas
as espécies de Croton foram reduzidas pelo alagamento. Entretanto, ambas as espécies foram
capazes de recuperar os valores de A e Gs no pos-alagamento. O decréscimo nos valores de A
pode ser explicado pelo decréscimo concomitante da Gs. Valores baixos de Gs tém sido
amplamente relatados para muitas espécies, tolerantes ou ndo ao alagamento (Linné et al. 2021;
Kissmann et al. 2014; Oliveira e Joly 2010). A diminui¢do de Gs pode ser importante para a
sobrevivéncia de plantas alagadas, pois diminui a transpiracdo em condicbes em que a
capacidade de absorcao de agua pelas raizes esta prejudicada (Kissmann et al. 2014; Pezeshki,
2001). No entanto, na maioria das espécies tolerantes ao alagamento, a diminui¢édo inicial da
Gs € seguida de recuperacao (reabertura estomatica) (Medina et al. 2009; Kozlowski, 1997),
como foi observado aos 60 dias em C. floribundus e ao longo do experimento em C. urucurana.
A reducdo de A em plantas alagadas também pode estar relacionada ao decréscimo na
capacidade de carboxilacdo, observado em C. floribundus; valores mais baixos de A/Ci ocorrem
devido aos danos que as condi¢fes hipdxicas causam ao aparelho fotossintético, reduzindo a
atividade da Rubisco (Cremon et al. 2020; Junglos et al. 2018; Liu et al. 2014). Adicionalmente,
o decréscimo de A nas plantas alagadas pode estar relacionado aos distarbios no funcionamento
do aparelho fotoquimico, como observado em ambas as espécies submetidas ao alagamento.
Liu et al. (2014) observaram que o decréscimo de A, em Distylium chinense submetidas ao

alagamento, também ocorreu devido a causas ndo estomaticas, como diminuicdo de Fv/Fm.
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Reducdes na Fv/Fm em plantas alagadas e reaeradas podem estar relacionadas a ocorréncia de
EROs, que danificam a estrutura dos cloroplastos, e consequentemente reduzem a A (Yu et al.
2015; Yordanova e Popova 2007).

Embora o alagamento tenha afetado, em algum momento, a fase fotoquimica e
biogquimica da fotossintese de ambas as espécies de Croton, os efeitos causados foram
temporarios e apds a suspensdo do alagamento, as atividades metabdlicas retornaram ao
funcionamento normal, indicando plasticidade fenotipica e tolerancia fisiologica (Medina et al.
2009). Porém, C. floribundus se mostrou mais sensivel ao alagamento, ja que as mudas nao
suportaram 90 dias de alagamento.

Quanto ao contetdo relativo de &gua nas folhas, observamos que nao houve recuperagao
dos valores apds reaeracdo das plantas de C. floribundus alagadas por 30 dias e das plantas de
C. urucurana alagadas por 90 dias. Porém, C. floribundus e C. urucurana foram capazes de
recuperar seus estados hidricos ap6s a suspensdo do alagamento dos 60 dias. Baixo contetdo
relativo de agua nas folhas das plantas alagadas e reaeradas pode estar relacionado a reducéo
da Gs. De acordo com Shabala et al. (2014), o fato de plantas alagadas terem menor
disponibilidade hidrica nas folhas pode parecer contraditorio, porém a reducdo da Gs é a
principal causa desse efeito, mas outros fatores, como a diminui¢do na condutancia hidraulica
da raiz e mudancas nos niveis de expressao em proteinas intrinsecas da membrana plasmatica
sdo também relacionados a reducao de agua nas folhas de plantas alagadas.

Em relacdo a prolina, seu aumento indica estresse hidrico, como observado nas plantas
de C. floribundus alagadas por 60 dias e C. urucurana aos 90 dias. Esse aumento causa um tipo
de ajuste osmatico para manter o contetido de dgua nos tecidos (Barickman et al. 2019), o que
pode ter contribuido para a recuperagdo do estado hidrico das plantas reaeradas apds 60 dias de

alagamento.
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O alagamento limitou o ganho de biomassa aérea em plantas de C. floribundus, o que
ndo ocorreu com C. urucurana, indicando que essa espécie é mais resistente. O alagamento
geralmente diminui a taxa de crescimento das plantas (Barbosa et al. 2021; Duarte et al. 2020;
Kissman et al. 2014; Pezeshki, 2001), provavelmente porque as taxas de trocas gasosas sdo
afetadas, conforme observamos nesse estudo.

Embora ndo tenha ocorrido diferenca no ganho de massa seca da raiz entre as plantas
controle e alagadas de C. floribundus, aos 30 e 60 dias, essa espécie demonstrou ser mais
sensivel, pois em C. urucurana houve incremento de massa nas raizes alagadas por 60 dias. O
incremento de biomassa em situacfes de saturacdo hidrica é uma resposta pouco relatada, pois
longos periodos de inundac&o do solo tendem a reduzir a biomassa de raizes, como resultado
da decomposicdo (Grisi et al. 2011). Porém, resultados similares foram encontrados para
Tabebuia cassinoides, espécie tolerante ao alagamento e tipica de florestas inundadas no
dominio da floresta tropical atlantica (Kolb e Joly, 2009). Quando o sistema de raizes é
comprometido pelo alagamento, a formacdo de raizes adventicias pode contribuir para manter
0 suprimento de &gua e nutrientes para as plantas (Hua et al. 2017; Zhang et al., 2017).

Ambas as espécies ndo apresentaram aumento da atividade da enzima ADH, indicando
gue ndo houve aceleracdo da fermentacdo alcoodlica. O desenvolvimento de lenticelas
hipertrofiadas logo no inicio do alagamento e a formacdo de raizes adventicias podem ter
contribuido para a ndo aceleracdo dessa via (Kreuzwieser et al., 2004; Kolb et al. 1998). O
aumento da atividade das enzimas POD e SOD, verificado durante o alagamento, indica a
producdo de EROs, uma vez que essas enzimas estdo diretamente relacionadas ao seu combate.
Assim, 0 aumento da atividade dessas enzimas pode ter contribuido para o maior valor de
Fv/Fm no poés-alagamento dos 30 dias em C. floribundus, bem como com a recuperacdo da

Fv/IFm em plantas alagadas de C. urucurana. Karuppanapandian et al. (2011) citaram que uma
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forma de defesa das plantas contra condi¢fes de deficiéncia de oxigénio é a expressdao de
enzimas encarregadas de remover as EROs formadas durante o estresse.

Em relacdo aos metabdlitos secundérios, a quantidade de compostos fendlicos,
flavonoides e de alcaloides aumentou em ambas as espécies, tanto no alagamento quanto no
pos-alagamento, e ao longo do tempo, sendo que alteracbes no metabolismo secundario séo
comumente relatadas em plantas submetidas a estresse abidtico (Borges et al. 2017; Loreto e
Schnitzler 2010). Os teores de compostos fendlicos foram avaliados por Uriu et al. (2017) em
plantas de Vochysia divergens submetidas a estacdo da seca e as cheias no Pantanal. Os autores
verificaram que a menor concentracdo foi registrada no periodo da seca (folhas jovens),
aumentando gradativamente no inicio do periodo de enchente, com maiores niveis no final do
periodo de inundacdo. Os autores concluiram que 0 aumento na concentragdo de compostos
fendlicos, provavelmente, esté associado ao ciclo de inundagdes do Pantanal, bem como com a
fenologia foliar de V. divergens. Adicionalmente, outros estudos também sugeriram que 0
incremento de compostos do metabolismo secundéario ao longo do tempo, conforme observado
no presente estudo, pode estar relacionado com a idade e o maior desenvolvimento das plantas
(Borges et al. 2017; Sampaio et al. 2016).

A atividade antioxidante aumentou nas plantas alagadas e reaeradas em ambas as
espécies avaliadas, possivelmente devido ao aumento dos flavonoides, pois alguns autores
sugerem que a atividade antioxidante das plantas esta relacionada a presenca de compostos
fenolicos, como flavonoides e taninos (Marinho et al. 2020; Khater et al. 2019). Essa atividade
antioxidante pode ter contribuido para neutralizar os danos causados por EROs nas duas

espécies de Croton, em adi¢do ao aumento da atividade das enzimas POD e SOD.
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Concluséo

Nosso estudo mostra que a capacidade de sobreviver ao alagamento depende do tempo
de exposicédo a essa condi¢do. Ambas as espécies sdo capazes de sobreviver ao alagamento por
periodo consideravel, porém, C. floribundus mostrou-se mais sensivel do que C. urucurana, ja
que as plantas alagadas ndo cresceram ao longo dos 60 dias e ndo sobreviveram aos 90 dias de
alagamento. Os mecanismos de adaptacao das espécies ao alagamento estdo relacionados a sua
plasticidade fenotipica, incluindo alteracbes morfolégicas como a formacdo de lenticelas
caulinares hipertrofiadas e raizes adventicias, alteragdes no metabolismo primario como o
aumento da atividade de enzimas antioxidantes e producdo de moléculas protetoras como a
prolina, e alteragBes no metabolismo secundario como o aumento de compostos com atividade
antioxidante. A atividade de enzimas antioxidantes e a producdo de compostos com atividade
antioxidante contribuiram ndo s6 para o periodo de alagamento, mas também para a
sobrevivéncia e retomada do crescimento no periodo p6s-alagamento.

Como ambas as espécies sao utilizadas em projetos de reflorestamento e recuperacéo de
areas degradadas, C. floribundus ndo é indicada para locais onde o0 alagamento perdura por mais
de 60 dias, ja que as plantas alagadas ndo cresceram ao longo dos 60 dias e ndo sobreviveram
aos 90 dias de alagamento. Nesses locais, deve-se dar preferéncia para C. urucurana. Ja que
ambas as espécies sdo consideradas plantas medicinais e a propriedade medicinal se deve aos
compostos do metabolismo secundario, deve-se dar preferéncia para o cultivo dessas espécies

em locais com boa disponibilidade hidrica.
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Material suplementar

Tabela 1 — Resultados da Anova dois fatores para os efeitos do regime hidrico, tempo de
tratamento (T) e sua interacdo (regime hidrico x T) sobre parametros fisioldgicos foliares das
duas espécies de Croton avaliadas. A/E: eficiéncia do uso da agua, A/Ci: eficiéncia imediata da
carboxilacdo da Rubisco, Fv/Fm: eficiéncia fotoquimica do fotossistema I, CRA foliar:

capacidade de retencdo de agua foliar.

Parametros C. floribundus C. urucurana

F p F p
Taxa de absorc¢do de CO>
Regime hidrico 37,746 0,0000 2,862 0,1041
T 15,718 0,0012 4,203 0,0246

Regime hidricox T 12,409 0,0007 4,221 0,0079
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Parametros C. floribundus C. urucurana

F p F p
Condutancia estomatica
Regime hidrico 52,037 0,0000 0,442 0,6550
T 18,912 0,0006 3,482 0,0437
Regime hidricox T 23,372 0,0000 7,202 0,0003
A/E
Regime hidrico 19,189 0,0004 17,189 0,0006
T 0,282 0,6030 43,285 0,0000
Regime hidricox T 19,651 0,0001 23,956 0,0000
A/Ci
Regime hidrico 39,634 0,0000 2,364 0,1443
T 19,756 0,0005 3,750 0,0352
Regime hidricox T 14,451 0,0003 1,645 0,1888
Fv/Fm
Regime hidrico 3,721 0,0620 38,148 0,0000
T 23,629 0,0002 6,244 0,0054
Regime hidricox T 27,964 0,0000 0,951 0,4486
CRA foliar
Regime hidrico 1,681 0,2348 0,624 0,5556
T 22,200 0,0000 12,655 0,0001
Regime hidricox T 0,781 0,0000 6,037 0,0011
Prolina
Regime hidrico 73,672 0,0001 0,937 0,4426
T 40,865 0,0000 12,189 0,0005
Regime hidricox T 80,882 0,0000 4,318 0,0127
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Tabela 2 — Resultados da Anova dois fatores para os efeitos do regime hidrico, tempo de

tratamento (T) e sua interacdo (regime hidrico x T) sobre parametros de crescimento das duas

espécies de Croton avaliadas.

Parametros C. floribundus C. urucurana

F p F p
Massa seca da parte aérea
Regime hidrico 13,170 0,0858 3,673 0,0665
T 13,645 0,0022 4,307 0,0230
Regime hidricox T 2,823 0,0373 0,885 0,5183
Area foliar
Regime hidrico 35,558 0,0000 0,140 0,9336
T 2,535 0,1322 0,267 0,7678
Regime hidricox T 74,721 0,0000 3,529 0,0096



Parametros C. floribundus C. urucurana

F p F p
Comprimento da parte aérea
Regime hidrico 2,012 0,1843 6,381 0,0162
T 2,501 0,1347 10,597 0,0004
Regime hidricox T 2,162 0,1496 2,604 0,0384
Massa seca da raiz
Regime hidrico 28,882 0,0001 4,207 0,0462
T 134,823 0,0000 29,007 0,0000
Regime hidricox T 62,367 0,0000 8,789 0,0000
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Tabela 3 — Resultados da Anova dois fatores para os efeitos do regime hidrico, tempo de

tratamento (T) e sua interacdo (regime hidrico x T) sobre atividade enzimatica, compostos do

metabolismo secundario e atividade antioxidante das duas espécies de Croton avaliadas.

Parametros C. floribundus C. urucurana

F p F p
Peroxidase
Regime hidrico 0,546 0,6053 13,226 0,0063
T 6,085 0,0151 57,724 0,0000
Regime hidricox T 0,403 0,0000 48,734 0,0000
Superéxido dismutase
Regime hidrico 11,865 0,0082 1,962 0,2210
T 16,846 0,0005 11,561 0,0000
Regime hidricox T 6,781 0,0000 37,695 0,0000
Fenois
Regime hidrico 78,304 0,0001 100,611 0,0000
T 2347,328 0,0000 3233,599 0,0000
Regime hidricox T 44,991 0,0000 18,038 0,0000
Alcaloides
Regime hidrico 110,258 0,0000 67,415 0,0001
T 1472,451 0,0000 978,169 0,0000
Regime hidricox T 3,866 0,0614 5,286 0,0054
Flavonoides
Regime hidrico 63,359 0,0001 1657,898 0,0000
T 1146,292 0,0000 494,581 0,0000
Regime hidricox T 8,278 0,0091 10,723 0,0001
Atividade antioxidante
Regime hidrico 169,627 0,0000 63,833 0,0001



Parametros C. floribundus C. urucurana

F p F p
T 2365,917 0,0000 1036,283 0,0000
Regime hidricox T 33,536 0,0001 5,120 0,0062
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CONSIDERACOES FINAIS

As respostas morfofisiologicas a seca e ao alagamento diferem entre as espécies
estudadas, ainda que estas compartilhem, em algum momento, 0 mesmo habitat natural.

Ambas as espécies apresentam certa tolerancia ao déficit hidrico moderado e ao
alagamento, entretanto, C. floribundus é mais sensivel a seca e ao alagamento do que C.
urucurana, pois plantas expostas a 25% da CRAs ndo sobreviveram, como também nao
toleraram o alagamento por 90 dias.

As duas espécies de Croton apresentam plasticidade adaptativa a seca e ao alagamento,
representada por modificacbes no metabolismo primério, como o aumento da atividade de
enzimas antioxidantes (que auxiliou na reducéo dos efeitos gerados pelos estresses), e producéo
de moléculas protetoras como a prolina. Ambas as espécies também apresentam alteracdes no
metabolismo secundario, porém, os efeitos dos estresses foram opostos no teor de metabélitos
secundarios. Assim, sob seca houve decréscimo no teor de compostos fenolicos, alcaloides,
flavonoides e atividade antioxidante. Sob alagamento houve aumento desses compostos e da
atividade antioxidante. Adicionalmente, plantas de C. floribundus e C. urucurana apresentam
modificacbes morfologicas sob alagamento, como o desenvolvimento de lenticelas
hipertrofiadas nos caules e producdo de raizes adventicias, que estao relacionadas com a melhor
eficiéncia das trocas gasosas sob hipoxia.

Os resultados obtidos na presente tese fornecem dados suficientes para conhecer a
capacidade de sobrevivéncia de cada espécie de Croton ao déficit hidrico prolongado e ao
alagamento, e a possibilidade de plantio em locais sujeitos a estresse (de diferentes intensidades
e duracdo). Como ambas as espécies sdo utilizadas em projetos de reflorestamento e
recuperacdo de areas degradadas, C. floribundus ndo é indicada para locais sujeitos a seca
moderada ou severa, por longos periodos, ja que as plantas ndo se desenvolveram a 50% e
morreram sob 25% CRAs. Ela também néo é indicada para locais sujeitos a alagamentos
prolongados, ja que as mudas ndo sobreviveram aos 90 dias de alagamento. Para estas condic¢des
ambientais, deve-se dar preferéncia para espécies como C. urucurana, que conseguem crescer
em locais sujeitos a seca moderada e sobreviver sob seca mais severa, por longos periodos, e
ao alagamento por 90 dias.

Para o cultivo de ambas as espécies de Croton, para utilizagdo como plantas medicinais,

deve-se dar preferéncia para locais com boa disponibilidade hidrica.



