MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA
DOUTORADO EM AGRONOMIA

PATRICIA CARDOSO ANDRADE NAVEGANTES

RESPOSTAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS EM DUAS CULTIVARES
COMERCIAIS DE ACAIZEIRO (Euterpe oleracea Mart.) SUBMETIDAS AO
DEFICIT HIDRICO

BELEM-PA
2023



PATRICIA CARDOSO ANDRADE NAVEGANTES

RESPOSTAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS EM DUAS CULTIVARES
COMERCIAIS DE ACAIZEIRO (Euterpe oleracea Mart.) SUBMETIDAS AO
DEFICIT HIDRICO

Tese apresentada a Universidade Federal Rural da
Amazbnia, como parte das exigéncias do
Programa de Pos Graduagdo em Agronomia, para
obtencdo do titulo de Doutora.

Area de concentracdo: Agronomia.

Orientador: Prof. Dr. Hugo Alves Pinheiro.

BELEM-PA
2023



Dados Internacionais de Catal ogacéo na Publicacéo (CIP)
Bibliotecas da Universidade Federal Rural da Amazénia
Gerada automaticamente mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

N323r Navegantes, Patricia Cardoso Andrade
RESPOSTAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS EM DUAS CULTIVARES COMERCIAIS DE
ACAIZEIRO (Euterpe oleracea Mart.) SUBMETIDAS AO DEFICIT HIDRICO / Patricia Cardoso Andrade
Navegantes. - 2023.
69f. :il.

Tese (Doutorado) - Programa de Pos-Graduacdo em Agronomia (PPGA), Campus Universitario de
Belém, Universidade Federal Rural Da Amazobnia, Belém, 2023.
Orientador: Prof. Dr. Hugo Alves Pinheiro

1. agai . 2. gjustamento osmético. 3. eficiénciado uso dadgua. 4. enzimas antioxidantes . 5.
peroxidagdo lipidica. I. Pinheiro, Hugo Alves, orient. II. Titulo

CDD 632.1



PATRICIA CARDOSO ANDRADE NAVEGANTES

RESPOSTAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS EM DUAS CULTIVARES
COMERCIAIS DE ACAIZEIRO (Euterpe oleracea Mart.) SUBMETIDAS AO
DEFICIT HIDRICO

Tese apresentada a Universidade Federal Rural da Amazonia, como parte das exigéncias do
Programa de Pds Graduagdo em Agronomia, para obtencédo do titulo de Doutora. Area de
concentracdo: Agronomia.

21/06/2023
Data de aprovagéo

Banca examinadora

Documento assinado digitalmente

ub HUGO ALVES PINHEIRO
g Data: 31/08/2023 08:13:03-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

(Orientador)

Prof. Dr. Hugo Alves Pinheiro

Universidade Federal Rural da Amazénia — UFRA

Documento assinado digitalmente

“b LEANDRO DIAS DA SILVA
g Data: 31/08/2023 10:11:35-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

(Membro 1)

Dr. Leandro Dias da Silva

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - UESB

Documento assinado digitalmente

ub DALTON DIAS DA SILVA JUNIOR
g Data: 31/08/2023 12:03:26-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

(Membro 2)

. Prof. Dr. Dalton Dias da Silva JUnior

Universidade Federal do Amazonas - UFAM

Documento assinado digitalmente
ub MARCO ANTONIO MENEZES NETO
g Data: 01/09/2023 11:43:50-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br (Membro 3)
Prof. Dr. Marco Antbnio Menezes Neto
Universidade Federal do Para - UFPA

Documento assinado digitalmente
ub MARCELO MURAD MAGALHAES
g Data: 31/08/2023 13:28:39-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br (Membro 4)
Dr. Marcelo Murad Magalhées
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria— EMBRAPA



AGRADECIMENTOS

A DEUS, por ter sido bondoso e amoroso, bem como por toda a forca concedida para que
conseguisse chegar até aqui.

A minha familia, minha mie Dinéa, meu pai Lauzeniro e minha irmi Samia pela forca,
compreensdo, oracdo, torcida e ajuda incondicional ao longo desses anos. A0 meu esposo
Rubem Janior pelo amor, paciéncia e companheirismo durante essa trajetdria, sendo o maior
incentivador dos meus estudos.

A minha filha, Luisa Andrade, que mesmo sem entender me deu forga, coragem, paciéncia e
um amor que ultrapassa os limites. E que um dia, ela sabera de todo o esforco e dos dias e noites
que precisei deixa-la para que conseguisse concluir esta etapa. Te amo, meu amor!

Ao meu orientador Prof. Hugo Alves Pinheiro, por todo ensinamento concedido, pela
genialidade em repassar seu conhecimento e por todos os conselhos ao qual sou grata e que
levarei para minha vida profissional.

Aos meus amigos, Wagner Lopes, Flavio Rodrigues, Rosane Chaves, Camila Brandao, Lucélia
Costa, Andre Costa, por toda ajuda, pois sem vocés nao existiria essa tese. Muito obrigada!

Ao Dr. Roberto Lisboa e Neuza, pelo suporte durante a realizacdo de algumas analises no
laboratdrio de analises de sistemas sustentaveis (LASS). Obrigada!!

Ao professor Candido Neto e Gustavo, pela disponibilidade em contribuir para que algumas
analises fossem realizadas no EBPS. Gratidao!

Aos amigos de convivéncia diaria, Auricilene Moreira, Samara Souza e Beatriz pelas risadas,
almocos na salinha e amizade, deixando o dia-a-dia da p6s-graduacao mais leve.

A Mila Facanha, pela ajuda durante o desenvolvimento da tese, dando suporte para que pudesse
executar este trabalho.

Um agradecimento a minha amiga Lucélia Costa, que esteve ali durante esses quatro anos,
sempre apoiando, enxugando minhas lagrimas e dando forca para que esse ciclo terminasse com
éxito. Muito obrigada!

A Dra. Socorro Padilha, pelo apoio e ajuda durante a implantacéo do experimento. Ao Euclides
Ribeiro (in memoriam) pela amizade, por toda ajuda, por todos os ensinamentos desde os
tempos de graduacéo e por toda torcida, pois sei que de onde estiveres sempre estara torcendo
por mim. Muito obrigada, meu amigo!

Aos professores Mario Lopes e Walter Velasco, pelos conselhos, ajuda e orientagdes durante o
desenvolvimento desta tese. Muito Obrigada!

A UFRA pela formacdo e titulagdo concedida. Ao Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia
e ao corpo docente, pela oportunidade da realizagdo do doutorado. Bem como a Coordenacgéo



de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES, Brasil) pela bolsa de pds-graduacao
concedida.

A todas as pessoas que ndo foram citadas, mas que contribuiram direta ou indiretamente para a
realizacéo e conclusdo do doutorado. Muito obrigadal



Ninguém ignora tudo. Ninguém sabe
tudo. Todos noés sabemos alguma
coisa. Todos nos ignoramos alguma
coisa. Por isso aprendemos sempre.

(Paulo Freire)



RESUMO

O déficit hidrico é considerado um dos fatores abioticos que afetam o crescimento e
desenvolvimento do acaizeiro na regido Norte. Nos plantios comerciais da espécie, a cultivar
(cv.) BRS-Para tem sido largamente cultivada, pois apresenta boa aptiddo para areas de terra
firme, as quais estdo propensas a periodos de deficiéncia hidrica ao longo do ano.
Recentemente, uma nova cv. de acai, chamada BRS-Pai d’égua, foi desenvolvida para plantios
em é&reas de terra firme. Embora as respostas da cv. BRS-Para ao déficit hidrico tenham sido
exploradas nos ultimos anos, nada se conhece acerca da cv. BRS-Pai d’égua, permitindo
estabelecer a hipotese de que essas cultivares de agaizeiro possam diferir na tolerancia ao déficit
hidrico. Portanto, este trabalho teve por objetivo avaliar a magnitude das alteracdes nas
variaveis fisiologicas e bioquimicas relacionadas a eficiéncia do uso da agua, ao ajustamento
osmotico e as respostas fotoquimicas e de defesa antioxidante em plantas das duas cultivares
de acaizeiro (BRS-Pard e BRS-Pai d’égua) submetidas ao déficit hidrico. O experimento
consistiu em um tratamento controle, em que as plantas foram mantidas sob irrigacéo plena; e
déficit hidrico, em que a irrigacdo foi suspensa para a indugdo do estresse. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em fatorial 2 x 2 (duas cultivares e dois regimes
hidricos), com cinco repeti¢des. As avaliacBes ocorreram quando o potencial hidrico na
antemanha das plantas em déficit hidrico atingiu cerca de - 2,5 MPa. As plantas em déficit
hidrico das duas cultivares apresentaram reducdes similares na taxa de assimilacédo liquida de
CO2 (A), contudo, os efeitos do déficit hidrico causaram redugGes na condutancia estomatica
(gs) e aumento nas eficiéncias do uso da agua instantanea (A/E) e intrinseca (A/gs) de forma
mais expressiva em plantas em déficit hidrico de BRS-Pai d’égua do que nas plantas de BRS-
Pard. A concentracdo foliar de prolina aumentou nas plantas em déficit hidrico das duas
cultivares, enquanto as concentracdes de carboidratos sollveis totais e sacarose foram
diminuidas. Nao houve efeito do estresse na concentracdo foliar de glicina betaina e nédo foi
observado ajustamento osmético nas plantas em déficit hidrico de nenhuma das cultivares. As
plantas em déficit hidrico da cv. BRS-Pai d’égua demonstraram controle estomatico mais
eficiente e por isso exibiram maior A/gs que a cv. BRS-Para. Ao avaliarmos a fluorescéncia da
clorofila a, os pigmentos cloroplastidicos, as enzimas antioxidantes e as concentragdes de
aldeido malénico (MDA) e de peroxido de hidrogénio (H202) das plantas sob estresse, foi
observada a ocorréncia de danos foto-oxidativos ao fotossistema Il e ao aos lipideos de
membrana, indicando que ambas as cultivares demonstraram sensibilidade ao estresse oxidativo
mediado pelo déficit hidrico. Conclui-se que a cv. BRS-Pai d’égua relevou menores danos ao
estresse oxidativo do que a cv. BRS-Para, com aumentos de 354% de MDA e 121% de H20;,
demonstrando que seu sistema de defesa foi mais eficiente, podendo sugerir que a BRS-Pai
d’égua ¢ mais tolerante ao déficit hidrico do que a cv. BRS-Para.

PALAVRAS-CHAVE: agai, ajustamento osmotico, eficiéncia do uso da agua, enzimas
antioxidantes, estresse oxidativo, peroxidacéo lipidica, prolina.



ABSTRACT

Water deficit is considered one of the abiotic factors that affect the growth and development of
acaizeiro in the North region. In commercial plantations of the species, the cultivar BRS-Para
has been widely cultivated, as it has good suitability for terra firme areas, which are prone to
periods of water deficiency throughout the year. Recently, a new acai cv. called BRS-Pai d'égua
was developed for planting in terra firme areas. Although the responses of cv. BRS-Para to
water deficit have been explored in recent years, nothing is known about cv. BRS-Pai d'égua,
allowing to establish the hypothesis that these acai cultivars may differ in tolerance to water
deficit. Therefore, this work aimed to evaluate the magnitude of changes in physiological and
biochemical variables related to water use efficiency, osmotic adjustment and photochemical
and antioxidant defense responses in plants of the two acaizeiro cultivars (BRS-Pard and BRS-
Pai d'égua) submitted to water deficit. The experiment consisted of a control treatment, in which
the plants were kept under full irrigation; and water deficit, in which irrigation was suspended
to induce stress. The experimental design was entirely randomized, in a 2 x 2 factorial (two
cultivars and two water regimes), with five replications. The evaluations occurred when the
water potential in the morning of the plants in water deficit reached about - 2.5 MPa. Water-
deficient plants of the two cultivars showed similar reductions in net CO2 assimilation rate (A),
however, the effects of water deficit caused reductions in stomatal conductance (gs) and
increased instantaneous (A/E) and intrinsic (A/gs) water use efficiencies more significantly in
water-deficient BRS-Pai d'égua plants than in BRS-Para plants. The leaf concentration of
proline increased in water-deficient plants of both cultivars, while the concentrations of total
soluble carbohydrates and sucrose were decreased. There was no effect of stress on the leaf
concentration of glycine betaine and no osmotic adjustment was observed in water-deficient
plants of either cultivar. Water-deficient plants of cv. BRS-Pai d'égua showed more efficient
stomatal control and therefore exhibited higher A/gs than cv. BRS-Para. When evaluating
chlorophyll a fluorescence, chloroplast pigments, antioxidant enzymes and concentrations of
malonic aldehyde (MDA) and hydrogen peroxide (H20>) of plants under stress, photo-oxidative
damage to photosystem Il and membrane lipids was observed, indicating that both cultivars
showed sensitivity to oxidative stress mediated by water deficit. It is concluded that cv. BRS-
Pai d'égua revealed lower oxidative stress damage than cv. BRS-Pard, with increases of 354%
MDA and 121% de H202, demonstrating that its defense system was more efficient, and may
suggest that BRS-Pai d'égua is more tolerant to water deficit than cv. BRS-Para.

KEYWORDS: assai, osmotic adjustment, water use efficiency, antioxidant enzymes, oxidative
stress, lipid peroxidation, proline.
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1 CONTEXTUALIZACAO

O agcaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira nativa do estuério da floresta
Amazonica, com predominancia nos Estados do Pard, Amapa, Maranhdo, Mato Grosso e
Tocantins; e em alguns paises da América do Sul como Colémbia, Equador, Guiana, Suriname
e Venezuela (YAMAGUCHI et al., 2015; HOMMA et al., 2006). No entanto, as maiores
populacbes naturais dessa espécie sdo encontradas na Amazoénia Oriental, tendo o Rio
Amazonas como seu centro de origem, principalmente em areas de varzea, igapo e terra firme
(CAVALCANTE et al.,, 1991). A diversidade populacional do género Euterpe ndo esta
claramente definida, podendo variar de 30 a 50 espécies. Destas, cinco sdo naturais do Brasil,
sendo trés delas de interesse agroindustrial, a saber o acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), 0
palmiteiro (E. edulis Mart.) e 0 acai do Amazonas (E. precatoria Mart.), todas voltadas para a
producdo de frutos e palmito (HENDERSON, 2000; OLIVEIRA, MOCHIUTTI, FARIAS
NETO, 2009).

O acaizeiro, pertencente a familia Arecaceae, € uma monocotileddnea perene, com
reproducdo assexuada e sexuada, com predominancia da alogamia, devido a incompatibilidade
e assincronia floral que a espécie apresenta durante as fases de floracdo (OLIVEIRA,
MOCHIUTTI, FARIAS NETO, 2009). Além disso, possui caule do tipo estipe e habito de
crescimento cespitoso, ou seja, varios perfilhos que formam uma touceira (EMBRAPA, 2008).
Esta caracteristica diferencia E. oleracea de outras espécies do género Euterpe, as quais
também formam frutos que produzem o “suco de agai”’, mas nao perfilham, sendo conhecidos
como acgai “solteiro” ou ‘“solitdrio”, com ocorréncia em outras regides do Brasil
(YAMAGUCHI et al., 2015). A planta possui folhas compostas pinadas e sistema radicular
fasciculado, lancando raizes do tipo aerénquimas que podem chegar até 40 cm acima do solo
(HENDERSON; GALEANO, 1996). A inflorescéncia do tipo cacho, é formada pela presenca
de flores masculinas e femininas, estas inseridas em raquilas, que compde um raquis. As flores
femininas encontram-se entre duas flores masculinas, formando uma triade. Seus frutos sdo do
tipo drupa globosa, de cor verde brilhante quando estdo imaturos e violaceos quando maduros,
medindo cerca de 1 a 2 cm de diametro (TEIXEIRA 2012; EMBRAPA, 2008).

No Brasil, grande parte da producdo de frutos e palmito é originada do extrativismo
(PERIS et al. 2018; VIANA et al. 2020). No entanto, o produto principal desta palmeira sdo 0s
frutos, com producdo nacional de 220.489 t no ano de 2020, das quais 149.671 t foram

produzidas no Estado do Para, maior produtor e consumidor nacional de agai (IBGE, 2022). A
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procura crescente pela polpa ou suco do agai se deve, em partes, as qualidades nutricionais e,
por conseguinte, aos beneficios a salde, devido ao seu alto potencial energético, presenca de
elevados teores de vitaminas, fibras, sais minerais e antocianinas (ROGEZ, 2000; HOMMA et
al. 2006). Com isso, diante do potencial mercadolégico desta cultura, a Embrapa Amazonia
Oriental iniciou no final da década de 1980 o programa de melhoramento genético do acaizeiro,
voltado a atender o aumento da demanda na produtividade de frutos, pois ndo havia sementes
disponiveis para atender o estabelecimento de plantios nacionais por meio do lancamento de
cultivares melhoradas (OLIVEIRA; FARIAS NETO, 2004).

A cultivar BRS-Para, lancada em 2004, é originaria de selecdo fenotipica realizada em
plantas da colecdo de germoplasma de acaizeiro localizada na sede da Embrapa Amazonia
Oriental, em Belém, Pard. Esta cultivar € proveniente de trés ciclos de selecdo massal,
apresentando como caracteristicas uma frutificacdo mais rapida, com producéo de frutos a partir
do 3° ano pobs plantio (antes o primeiro cacho era produzido s6 a partir do 5° ano p6s plantio).
Além disso, as plantas apresentam porte mais baixo, facilitando a colheita dos cachos. A
produtividade chega a 10 t ha® ano® no 8° ano pds plantio, apresentando frutos mais
homogéneos e rendimento de polpa entre 15 a 25% (OLIVEIRA; FARIAS NETO, 2004). Por
ser uma planta de polinizacdo cruzada, ha a ocorréncia de variacao entre as plantas para diversos
caracteres e, dessa forma, aos trés anos apos o plantio as plantas apresentaram altura de 4,2 m;
didametro do coleto de 58 cm, nimero de cachos por planta de 4,4 e altura de insercdo do
primeiro cacho de 112 cm. Apesar de ter apresentado a sua primeira safra de maneira
desuniforme, obteve destaque no mercado de polpa (OLIVEIRA; FARIAS NETO, 2004).

Em 2019, foi langada uma segunda cultivar de agaizeiro, chamada BRS-Pai d’égua
(FARIAS NETO, 2019). Esta cultivar foi selecionada por meio de um teste de progénies de
meios-irmaos, com 50 progénies provenientes de sementes coletadas em dois municipios
localizados no arquipélago do Maraj6 (Afua e Chaves) e instaladas no ano de 2003, no campo
experimental da Embrapa Amazonia Oriental, localizado no municipio de Tomé-Acu, Para
(FARIAS NETO, 2019). Posteriormente, durante cinco safras, foram avaliados dados
produtivos dessas progénies a fim de selecionar as que possuiam melhores valores genéticos
para os caracteres produtividade e peso de frutos. Como diferenciais, a cv. BRS-Pai d’egua
destaca-se em relagdo a BRS-Para com uma maior producdo durante o periodo da entressafra
(Janeiro a junho) e safra (julho a dezembro), com 46 e 54% da producdo de frutos,
respectivamente; rendimento de polpa até 30% maior que em frutos de acaizeiros nao
melhorados e precocidade de producéo de frutos, com a primeira colheita aos trés ano e meio
apos o plantio (FARIAS NETO, 2019).
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Como essas duas cultivares foram desenvolvidas para a producéo de frutos em areas de
terra firme, as quais estdo sujeitas a periodos de deficiéncia hidrica ao longo do ano, muito se
questiona sobre as respostas dessas cultivares ao déficit hidrico. Silvestre et al. (2017),
avaliaram a cultivar BRS-Para e o ec6tipo Hideo sob diferentes regimes de irrigacdo e
verificaram que a cultivar BRS-Pard demonstrou um melhor desempenho que o ec6tipo Hideo,
sob irrigacdo diaria correspondente a 70% da capacidade de campo. Porém, ambos os materiais
vegetais apresentaram sensibilidade expressiva ao déficit hidrico mais severo (irrigacao diaria
correspondente a 40% da capacidade de campo). Sob irrigacdo de 70% da capacidade de campo,
a cultivar BRS-Pard apresentou um melhor desenvolvimento radicular e manutencdo da
fotossintese (A) de maneira mais satisfatoria do que o outro material vegetal (SILVESTRE et
al., 2017).

A disponibilidade hidrica é um dos principais fatores que afetam a produtividade do
acaizeiro, pois esta espécie precisa de um sistema de irrigacdo eficiente desde a fase de muda
até a fase reprodutiva, caracteristica proveniente do seu habitat de origem que € a area de varzea
(EMBRAPA, 2008). Dessa forma, para que possa ser mantido uma alta produtividade dos
plantios comerciais desta espécie, é necessario que se tenha a implementacéo de sistemas de
irrigacdo como forma de minimizar os efeitos do déficit hidrico (HOMMA et al., 2014). No
entanto, a utilizacdo da irrigacdo passa a ser um entrave econémico e técnico, devido aos altos
investimentos necessarios para a sua implementacdo (ALVARES et al., 2014). Portanto,
verificar o comportamento dessas cultivares comerciais de acaizeiro sob condi¢des de déficit
hidrico sdo de suma importancia para que possam contribuir com 0s programas de
melhoramento genético desta espécie, observando a tolerancia destes materiais por meio dos

efeitos do estresse nas variaveis fisioldgicas e bioquimicas.

As principais alteracOes fisioldgicas e bioquimicas causadas pelo déficit hidrico em
acaizeiro sdo a reducdo na taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A), condutancia estomatica (gs),
transpiracdo (E) e eficiéncia instantanea do uso da agua (WUE), degradacdo de pigmentos
cloroplastidicos e aumento das concentracdes de prolina, que pode desencadear um ajustamento
osmotico (SILVESTRE et al., 2017). Além disso, alteracfes nos parametros de fluorescéncia
que acarretam danos foto-oxidativos também ja foram relatados em estudos realizados com
plantas de acaizeiro submetidas ao déficit hidrico (OLIVEIRA et al., 2018; SANTOS et al.,
2022).

No entanto, a tolerancia ao déficit hidrico ndo depende exclusivamente das variaveis

fisioldgicas, mas também dos mecanismos bioquimicos, alterando assim o metabolismo
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oxidativo, resultando na oxirreducdo de alguns componentes celulares e no aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). As ERO, ao se acumularem em niveis altos,
provocam toxidez nas plantas, capaz de levar a morte dos tecidos (MITTLER et al., 2002;
NOCTOR, et al., 2014). Porém, as plantas podem ativar seu sistema de defesa antioxidante
como forma de eliminar/amenizar os efeitos das ERO, por meio de mecanismos enzimaticos e
ndo enzimaticos de defesa. Dentre as principais enzimas antioxidantes pode-se citar a
superdxido dismutase (SOD), a peroxidase do ascorbato (APX), a catalase (CAT), dentre outras
(SUZUKI et al., 2012). Em palmeiras, alguns trabalhos ja foram realizados avaliando-se as
alteracbes no metabolismo antioxidante sob deficit hidrico, relacionando-se uma maior
protecdo celular ao aumento nas atividades da SOD, APX e CAT e diminui¢do nas
concentracOes de aldeido malénico (MDA) e perdxido de hidrogénio (H202) (SILVA et al.,
2016,2017; LOPES FILHO et al., 2021; SANTOS et al., 2022).

Considerando-se a existéncia de uma melhor resposta ao déficit hidrico na cultivar BRS-
Paré que em ecGtipos naturais da regido de varzea (SILVESTRE, et al., 2016, 2017) e auséncia
de informac@es sobre as respostas fisioldgicas e bioguimicas da nova cultivar comercial de
acaizeiro, BRS-Pai d’égua, este trabalho foi desenvolvido a fim de testar a hipdtese de que essas
cultivares demonstraram diferentes capacidades de tolerar ao déficit hidrico. Isto posto, 0
objetivo geral deste trabalho foi investigar o desempenho fisioldgico e bioquimico de duas
cultivares comerciais de acaizeiro (BRS-Para e BRS-Pai d’égua) sob irrigacdo plena e

deficiéncia hidrica.
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ABSTRACT

Assai (Euterpe oleracea Mart.) cultivars BRS-Para (BRS-PA) and BRS-Pai d’égua (BRS-PDE)
were genetically selected for cultivation in upland regions of the Amazonian biome. Because
assai is very sensitive to drought and considering these cultivars were developed from different
progenitors, we hypothesized that BRS-PA and BRS-PDE differ in water-deficit tolerance.
Thus, physiological parameters related to plant water status and leaf gas exchange were
assessed upon well-watered (control) and water-deficit conditions, the latter marked by pre-
dawn leaf water potential of — 2.33 MPa. The experiment was set up as a randomized design
where water-deficit caused 82% decreases in net CO, assimilation rate (A) in both cultivars.
Stomatal conductance (gs) was 5% higher in control plants of BRS-PDE than in BRS-PA and
under stress conditions it was decreased by 93% in BRS-PDE and 87% in BRS-PA. Water-
deficit caused 86% decrease in transpiration (E) and 42.7% increase on instantaneous water use
efficiency (A/E) in both cultivars; however, intrinsic water use efficiency (A/gs) was more
significantly increased in BRS-PDE (193%) than in BRS-PA (33%). The concentration of
proline in leaves of plants under water deficit was increased by 44.3% in both cultivars while
total soluble carbohydrates was decreased by 27%. Foliar sucrose was more sharply decreased
in BRS-PA (53.2%) than in BRS-PDE (16.3%), while glycine betaine remained unchanged
regardless watering regimes. No osmotic adjustment was observed in both cultivars and stressed
plants showed an average of relative water content 8.55% lower than in control plants.
Therefore, stressed plants of BRS-PDE showed more efficient stomatal control and higher A/gs
than BRS-PA and this difference must be an advantageous drought-tolerance mechanism in the
former.

Keywords Instantaneous water use efficiency - Intrinsic water use efficiency - Osmotic
adjustment - Osmotic potential - Proline contentration - Water status



19

2.1 Introduction

The Amazon biome extends through different countries in South America, comprising a total
area of about 7 million km? (Marengo et al. 2018; Ellwanger et al. 2020). From this total, 5,3
million km? are distributed over different states of north Brazil (Marengo et al. 2018; Ellwanger
et al. 2020). This large territorial area is marked by different climatic conditions, particularly in
terms of precipitation rate. In the agricultural areas of the Brazilian Amazon, especially those
located in the states of Pard, Tocantins, and Mato Grosso, the precipitation rate is significantly
higher between November/December and May/June (rainy season) than between June/July to
October/November (dry season). Depending on the location, the average of monthly
precipitation rate during the dry season can be as low as 90 mm (Alvares et al. 2013; INMET
2022), and because most of crop and tree plantations in the Amazon, either as monoculture or
agroforestry system, are not irrigated, thus the soil water-deficit is an important abiotic stress
affecting plant growth and yield in those areas.

Several plant species have been cultivated in large scale in the Amazon biome, including
assai (Euterpe oleracea Mart.) palm, whose fruit pulp is highly nutritive and has medicinal and
antioxidant properties (Bonomo et al. 2014). Assai palm is, however, a very drought-sensitive
species (Barbosa et al. 2017; Santos et al. 2022; Silvestre et al. 2016; 2017; Oliveira et al. 2019).
The vegetative growth of young assai plants; assessed as plant height, stem diameter, number
of leaves and leaflets, and total leaf area, was markedly decreased upon irrigation with 45% or
70% of total volume of water demanded to keep the soil near field capacity (Silvestre et al.
2016). It was observed that plants growing under limited irrigation were more sensitive to
pathogens, becoming senescent up to 90 days of cultivation from sowing (Silvestre et al. 2016).
Beside the effect of water-deficit on growth, the sensitivity of assai palms to drought is also
evidenced by the shift decreases in net CO. assimilation rate (A), stomatal conductance (gs),
and transpiration (E) as stress development (Calbo and Moraes 2000; Silvestre et al. 2016;
2017; Oliveira et al. 2019). Furthermore, drought impaired photochemical reactions and led to
degradation of different proteins associated with biochemical reactions of net photosynthesis,
photorespiration, and antioxidant defense system (Oliveira et al. 2019).

In general, plants are able in adjusting morphological, physiological, biochemical, and
molecular mechanisms to cope with drought. It is noteworthy that the magnitude of such
adjustments and subsequent responses to drought differ among plant species and between
genotypes within the same species. Then, this inherent genetic variability allow identification

of sensitive- and drought- tolerant genotypes, as observed in Elaeis guineensis (Bayona-
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Rodriguez and Romero 2019; Suresh et al. 2012), Vitis vinifera (Bota et al. 2016), and Zea mays
(Pires et al. 2020; Shafiq et al. 2019).

Among possible adjustments that contribute to a greater tolerance to water-deficit, several
plants species increase water use efficiency and improve plant water status through an osmotic
adjustment (OA) in roots and/or leaves. The water use efficiency may be estimated as the
quotient between A and E, corresponding to instantaneous water use efficiency (A/E).
Moreover, an intrinsic water use efficiency may be estimated from the quotient between A and
s (i.e., intrinsic water use efficiency, A/gs) (Liu et al. 2019; Silva et al. 2022). Therefore, the
adjustments in A/E and A/gs depends directly on adjustments in A, gs, and E during water-deficit
progress and in general both water use efficiency parameters reach greater mean values in more
drought-tolerant genotypes than in sensitive ones (Bota et al. 2016; Alves et al. 2021; Mesquita
et al. 2020; Tezara et al. 2021). On the other hand, the OA estimated as the difference between
osmotic potential (Ws) for drought-stressed and well-watered plants (i.e., OA = Ws drough-stressed
plant) — s (well-watered plant)) 1S @n important mechanism of drought-tolerance in plants. Because ¥s
is dependent on cellular concentration of ions (e.g., Na* and CI") and/or organic solutes (e.g.,
proline, glycine betaine, mannitol, trehalose, and galactinol) (Valliyodan and Nguyen 2006;
Gomes et al. 2010; Macédo et al. 2019; Li et al 2020; Ozturk et al. 2020; Traversari et al. 2021).,
thus Ws is decreased as the concentration of ions and/or solute increase in response to drought.
The lower Ws and subsequent decrease in leaf water potential favor water uptake by the roots
and their distribution to leaves, contributing to keep cell turgor as favorable as possible. In this
context, an efficient OA mediated by leaf accumulation of proline (Pro), glycine betaine (GB),
sucrose, and/or mannitol has been observed in drought-tolerant genotypes of several crops and
tree species (Gomes et al. 2010; Tounekti et al. 2018; Gharbi et al. 2019; Macédo et al. 2019;
Shafiq et al. 2019).

In assai, the water-deficit imposed by applying daily irrigation with 40% of the total volume
of water needed to keep the soil close to field capacity has induced negligible changes in A/E
(Silvestre et al. 2016). By contrast, when irrigation was completely withheld and water-deficit
become more severe, the adjustments in A and E led to increased averages of A/E (Santos et al.
2022). On the other hand, an OA in assai was firstly reported in young palms subjected to water-
deficit marked by a leaf water potential of around — 2.5 MPa, however, the solutes involved in
that response were not identified (Calbo and Moraes 2000). It was shown that contents of total

soluble carbohydrates, GB, and Pro were differentially increased in assai plants grown under
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limited irrigation for 45 days (Silvestre et al. 2017). Taken together, these results indicate that
AJE and OA may play an important role in the drought responses in assai.

In this work, we examined the drought responses in two commercials assai cultivars named
BRS-Pard (BRS-PA) and BRS-Pai d’égua (BRS-PDE). Both were obtained from genetic
improvement programs and selected for planting in the edaphoclimatic conditions of upland
areas of the Amazon biome (Oliveira and Farias Neto 2004; Alvares et al. 2013; Farias Neto
2019). These areas are subject to lower precipitation rates between July and November when
water deficit events may occur more frequently. Under water-deficit conditions, we previously
demonstrated that plants of the BRS-PA cultivar performed slightly better physiologically than
Hideo ecotype, a genetically unimproved plant material (Silvestre et al. 2016; 2017). On the
other hand, BRS-PDE cultivar is the newest assai cultivar and, therefore, its physiological
performance under full irrigation or water-deficit conditions is not yet known. Because these
cultivars were developed from different progenitors selected from different areas of the
Amazonian biome, we hypothesized that BRS-PA and BRS-PDE may differ in terms of
drought-tolerance. Then, this work aimed to compare the physiological performance of the two
commercials assai cultivars under full irrigation and water-deficit conditions. The specific aims
were to investigate the effects of water-deficit on plant water status, leaf gas exchange,
instantaneous and intrinsic water use efficiencies (A/E and A/gs, respectively). Furthermore, the
water-deficit effects on Ws, osmotic adjustment, and foliar concentration of organic solutes
related to osmotic adjustment were also aimed. The present work is the first investigation of the
physiological performance of BRS-PDE assai cultivar and the present results may support
further experiments focusing on assai palm cultivation in field, particularly those related to
water management through irrigation during the first years of cultivation, when plants are

younger and most vulnerable to water-deficit effects.

2.2 Material and methods

2.2.1 Plant material, growth conditions and treatments

Seedlings of assai (Euterpe oleracea Mart.) cultivars BRS-Para (BRS-PA) and BRS-Pai
d’égua (BRS-PDE), were produced exactly as described by Silvestre et al. (2016). After 34 days
from sowing, the most uniform seedlings of both cultivars were transferred to 25 x 15 cm
(height x diameter) polyethylene bags filled with a mixture of soil (Yellow Latosol) and poultry
bad (3:2 v/v) as substrate. The seedlings were placed in a nursery at the Federal Rural University
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of the Amazon, in Belém, Brazil (01°27'19" S and 48°26'19" W) and cultivated under full
irrigation to keep the soil near field capacity (Silvestre et al 2016). Fertilization of seedlings
was performed in 15-days interval by providing 11.1 mL per plant of a 4 g L Complex 151
solution (Nutriplant S.A., Sdo Paulo, Brazil). When seedlings were 180-days old, they were
transferred to polyethylene pots (24 x 22 cm, height x diameter) filled with 10 L of the same
substrate used in prior step plus 27.4 g dolomitic calcareous per pot. Each pot also received a

total of 8 g 18-18-18 NPK, divided in three applications 15-days spaced each other.

When seedlings were 330-days old, we selected the 20 most uniform seedlings from the
stand of plants, which were 60 cm high and contained seven leaves regardless of cultivar. Then,
the selected plants were distributed over two treatments, named Control, in which the seedlings
were continuously irrigated daily at field capacity, and Water-deficit, in which the irrigation
was completely withheld. The experiment was set up as a randomized design, ina 2 x 2 factorial
scheme (two assai cultivars and two watering regimes), with five replicates per each treatment
combination. A single plant per pot was considered as replicate. Treatment comparisons were
performed when pre-dawn leaf water potential (\Wpd) of drought-stressed plants reached about —
2.5 MPa.

Physiological assessments and sampling procedures were performed in leaflets from the
second leaf from the apices. Samples for predawn leaf water potential (Wpq), 0SmMotic potential
(¥s), and relative water content (RWC) were collected at predawn (between 4:00 and 5:00 h),
while leaf gas exchange determinations and sampling for biochemical assays were performed
between 9:00 h and 11:00 h. The averages of air temperature, relative air humidity,
photosynthetically active radiation, and vapor pressure deficit in the nursery were respectively
27.7 +0.12 °C, 81.5 + 0.75%, 342 + 53 pumol photons mol m2 s, and 0.78 + 0.03 kPa.

2.2.2 Pre-dawn leaf water potential

Pre-dawn leaf water potential (Wpq) was determined using a Scholander type
pressure chamber (m 670, Pms Instrument Co., Albany, USA) according to
Pinheiro et al. (2008).

2.2.3 Leaf gas exchange
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Net CO> assimilation rate (A), stomatal conductance to water vapor (gs), and transpiration
(E) were determined using a portable infrared gas analyzer (L1-6400 XT; LICOR Biosci. Inc.,
Nebraska, USA) between 9:00 e 11:00 h. Measurements were performed under CO:
concentration and PAR set up respectively at 400 pumol mol~ and 1000 pmol m=2 s (Oliveira
et al. 2019). Instantaneous WUE (A/E) was estimated as the quotient between A and E, and
intrinsic WUE (A/gs) was estimated as the quotient between A and gs (Liu et al. 2019; Silva et
al. 2022).

2.2.4 Biochemical assays

All biochemical assays were performed from leaf samples collected from the same leaflet
used in leaf gas exchange measurements. Samples were fast frozen in NLiq and kept at — 20 °C
until assays.

Foliar proline (Pro) concentration was determined according to Bates et al. (1973). The
extraction was performed in distilled water at 100 °C for 30 min and reaction was performed
using acid ninhydrin solution and acetic acid. The mixture was incubated for 1 h at 100 °C, and
reaction was stopped under ice bath. Then, a volume of toluene (99.5% grade) was added in
each sample, following a vigorous vortex. The cromophore phase was aspired for new tubes
and its absorbances (Abs) were determined at 520 nm. Pro content was calculated using a
standard Pro curve.

Foliar glycine betaine (GB) was determined according to Grieve and Grattan (1983).
Extraction was performed in distilled water at 25 °C, under shaking, for 4 h. After
centrifugation, an aliquot of 250 pL supernatant was acidified with same volume of 2 N H2SO4
for 1 hunder ice bath before reaction with Kl-I2 solution. The mixture was shaken and incubated
at 0 °C for 16 h. After centrifugation, the pellet was washed twice using 1 N H.SO, at 8 °C.
After centrifugation, the pellet was dissolved in 1,2-dichloroethane and samples remained at 25
°C for 2 h before determining their Abs at 365 nm. GB content was calculated using a standard
GB curve.

Sucrose content was determined according to van Handel (1968). Extraction was performed
in methanol: chloroform: distilled water (12:5:3, v/v/v) at 25 °C form 30 min. The samples were
centrifuged, and the supernatant was mixed with chloroform and distilled water. After
centrifugation, the aqueous-methanolic phase was collected and incubated at 35 °C for 30 min

to evaporate residual chloroform. The samples were mixed with 30% KOH and incubated for
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10 min at 100 °C. After that, 0.2% anthrone (prepared in H2SO4) was added and samples were
incubated for 20 min at 40 °C. The reaction was stopped under ice bath and Abs of the samples

were obtained at 620 nm. A standard sucrose curve was used for calculations.

Foliar total soluble carbohydrates (TSC) were determined according to Dubois et al. (1956).
The extraction was performed by incubating the samples in 80% (v/v) ethanol at 75 °C, under
shaking, for 60 min. After centrifugation, an aliquot of the supernatant was mixed with 5%
phenol and H.SO4 (concentrated). After mixing, the samples were incubated at 25 °C for 20
min before determination of their Abs at 490 nm. TSC concentration was determined using a

standard glucose curve.

2.2.5 Osmotic potential and relative water content

Leaf samples (15 leaf discs, 4 mm diameter each) were collected, frozen in Niiq and kept
at — 20 °C until assays. For s determination, the samples were thawed under ice before being
inserted into a C-52 chamber (Wescor Inc., Logan, USA) coupled to an automated dew point
microvoltimeter (PSYPRO, Wescor Inc., Logan, USA). Ws values were corrected according to
Wilson et al. (1979). RWC was determined in weight of samples consisting of 15 leaf discs (4

mm diameter) per plant (Gonzélez and Gonzalez-Vilar 2001).

2.2.6 Statistical analysis

Data of physiological and biochemical parameters were examined for normality (Shapiro-
wilk test) and homogeneity of variances was tested by Levene data of E, A/E and A/gs were
transformed using base 10 logarithm. After that the data were subjected to two-way ANOVA
considering the 2 x 2 factorial scheme, formed by two assai cultivars (BRS-PA and BRS-PDE)
and two watering regimes (Control and water-deficit), with five replicates per each treatment
combination. For variables in which only the independent effect of watering regime was
observed, then averages of control and stressed plants were tested for significance by F-test (P

< 0.05). For variables in which interaction between cultivar and watering regimes was observed,
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then mean differences between control and stressed plants of the two cultivars were compared
by Tukey’s test (P < 0.05). All statistical procedures were performed using R (v. 3.4.1; R Core

Team 2016).

2.3 Results

2.3.1 Plant water status

Wpa was significantly affected by watering regimes, without any effect of cultivar and
their interaction (Table 1). Therefore, the mean of Wpq in control plants was — 0.10 MPa, while
in water-deficit plants it was — 2.33 MPa (Fig. 1). This result enforces that stressed plants of the
two assai cultivars were physiologically and biochemically compared under the stress

conditions.



26

Table 1. F-test coefficients and significance levels for the effects of cultivar (Cv), watering regime (WR), and Cv
X WR interaction on physiological and biochemical variables in two assai plant materials (BRS-PA and BRS-PDE)
under two watering regimes (control and water-deficit)

Variable Factor

Cv WR CvxWR
Ypd 0.80 ™ 3150.88 *** 0.38™
A 0.06 ™ 1230.74 *** 0.21m
s 0.05 M 3079.44 *** 9.91 **
E 15.0m 41.30 *** 18.0 ***
A/E 1.89 " 108.08 *** 0.67 ™
Algs 18.26 *** 84.86 *** 26.75 ***
Pro 0.85" 9.43 ** 0.49 1
TSC 2.83m™ 29.52 *** 0.10™
Suc 1.13m™ 33.69 *** 11.36 **
GB 0.39m™ 0.09 ™ 0.28 ™
Wy 21.72* 195.46 *** 0.089 ™
RWC 0.02 10.89 ** 3.45™

" non-significant, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001

Fig. 1. Pre-dawn leaf water potential (Wpq,) in two assai cultivars (BRS-PA and BRS-PDE) submitted to well-
watered (Control) and water-deficit (Water-deficit) conditions. Data are the mean £ S.E. (n = 5). Asterisks indicate

mean difference between control and stressed plants (F-test, P < 0.001).
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2.3.2 Leaf gas exchange

As shown in Table 1, A was only affected significantly by the watering regimes while
significant effects of the interaction between cultivar and water regimes were observed for gs
and E. Then, both assai cultivars showed similar averages of A under well-watered (9.66 mmol
m~2 s) and under water-deficit (1.74 mmol m2 s™) conditions. This represents 82% decrease
in A in stressed plants of both cultivars as compared with respective control plants (Fig. 2a). In
control plants, gs was 5% higher in BRS-PDE than in BRS-PA, with mean values respectively
of 68.0 mmol m2 s and 64.9 mmol m2 s (Fig. 2b). In stressed plants, gs was 58% lower in
BRS-PDE than in BRS-PA, with mean value of 4.97 mmol m~2 s in the former and 8.98 mmol
m~ s in the latter (Fig. 2b). Therefore, relative to respective control plants, the water-deficit
induced more expressive reduction in gs in BRS-PDE (93%) than in BRS-PA (87%) (Fig. 2b).
E was significantly lower (3.2%) in control plants of BRS-PA than in BRS-PDE while in water-
deficit plants E was significantly lower (4.5%) in BRS-PA than in BRS-PDE (Fig. 2c).
Although these differences between cultivars compared within the same watering regime were
statistically significant, the magnitude of such differences in E were very small and, for this
reason, the water-deficit induced similar decreases in E (86%) in both plant materials as
compared with their respective control plants (Fig. 2c).
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Fig. 2. Net CO; assimilation rate (A, Fig. 2a), stomatal conductance (gs, Fig. 2b), and transpiration rate (E, Fig. 2c)
in two assai cultivars (BRS-PA and BRS-PDE) submitted to well-watered (Control) and water-deficit (Water-
deficit) conditions. Data are the mean = S.E. (n = 5). In Fig. 2a, asterisks indicate mean difference between control
and stressed plants (F-test, P < 0.001). In Fig 2b and 2c, the uppercase letters compare different cultivars within
the same watering regime (cultivar effect) and lowercase letters compare each cultivar separately upon different
watering regimes (watering regime effect). Means followed by different uppercase and lowercase are statistically
different by Tukey’s test (P < 0.05).
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The differential responses of A, gs, and E between cultivars and watering regimes led to
different responses in A/E and A/gs. While A/E was significantly affected by the watering
regimes only, A/gs was significantly influenced by the interaction between cultivars and
watering regimes (Table 1). Thus, relative to control plants, the water-deficit induced 42.7%
increases in A/E in both assai cultivars (Fig. 3a). On the other hand, A/gs was similar (0.15 mmol
mol?) between control plants of the two assai cultivars, while means of A/gs were statistically
different between stressed plants of BRS-PA (0.20 mmol mol™) and BRS-PDE (0.41 mmol
mol™) (Fig. 3b). Therefore, the water-deficit induced 33% and 193% increases in A/gs in
stressed plants of BRS-PA and BRS-PDE as compared with their respective control plants (Fig.
3b).

Fig. 3. Instantaneous (A/E, Fig. 2a) and intrinsic (A/gs, Fig. 2b) water use efficiency in two assai cultivars (BRS-
PA and BRS-PDE) submitted to well-watered (Control) and water-deficit (Water-deficit) conditions. Data are the
mean £ S.E. (n =5). In Fig. 3a, asterisks indicate mean difference between control and stressed plants (F-test, P <
0.001). In Fig 3b, the uppercase letters compare different cultivars within the same watering regime (cultivar effect)
and lowercase letters compare each cultivar separately upon different watering regimes (watering regime effect).
Means followed by different uppercase and lowercase are statistically different by Tukey’s test (P < 0.05).
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2.3.4 Foliar concentration of osmotically active solutes
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Foliar Pro and TSC concentrations were significantly influenced only by watering
regimes, while interaction between cultivars and watering regimes was significant for sucrose
concentration (Table 1). Thus, regardless of cultivar, the water deficit induced 44.3% increase
in Pro and 27% decrease in TSC in relation to control plants (Fig. 4a,b). Foliar Suc did not
differ between control plants of the two assai cultivars, with an average of 36.4 mg Suc g~* dry
matter (DM). Under water-deficit conditions, Suc concentration was significantly decreased in
both assai cultivars as compared with respective control plants, however, the observed
decreases were more expressive in BRS-PA (53.2%) than in BRS-PDE (16.3%) (Fig. 4c). Foliar
concentration of GB was also determined, however, the independent effect of cultivar and
watering regime as well as the effect of cultivar and watering regime interaction were non-
significant (Table 1). Thus, an average of foliar GB of 29.5 + 6.6 mg g~* DM was observed in

all examined plants.

Fig. 4. Foliar concentration of proline (Pro, Fig. 4a), total soluble carbohydrates (TSC, Fig. 4b), and sucrose (Suc,
Fig. 4c) in two assai cultivars (BRS-PA and BRS-PDE) submitted to well-watered (Control) and water-deficit
(Water-deficit) conditions. Data are the mean + S.E. (n = 5). In Fig. 4a and 4b, asterisks indicate mean difference
between control and stressed plants (F-test, **P < 0.01 and ***P < 0.001). In Fig 4c, the uppercase letters compare
different cultivars within the same watering regime (cultivar effect) and lowercase letters compare each cultivar
separately upon different watering regimes (watering regime effect). Means followed by different uppercase and
lowercase are statistically different by Tukey’s test (P< 0.05).
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2.3.5 Osmotic potential, relative water content, and osmotic adjustment

Leaf Ws and RWC were similarly affected by water-deficit, without any significant
effect of cultivar and interaction between cultivars and watering regimes (Table 1). Thus, the
average of Ws in control plants of both cultivars was — 2.00 + 0.03 MPa and in stressed plants it
was — 1.09 = 0.03 MPa. Therefore, the water-deficit induced an increase of 45.5% in ¥s in
relation to control plants (Fig. 5a). Consequently, drought-mediated osmotic adjustment was
unobserved in stressed plants of both assai cultivars, which showed similar decreases in RWC

(8.55%) in relation to control plants (Fig. 5b).

Fig. 5. Leaf osmotic potential (W, Fig. 5a) and relative water content (RWC, Fig. 5b) in two assai cultivars (BRS-
PA and BRS-PDE) submitted to well-watered (Control) and water-deficit (Water-deficit) conditions. Data are the
mean £ S.E. (n = 5). Asterisks indicate mean difference between control and stressed plants (F-test, **P < 0.01
and ***P < 0.001).
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2.4 Discussion

Under full irrigation, our results show great similarities between BRS-PA and BRS-PDE
cultivars in most of the examined variables. Furthermore, differences in A/E and A/gs between
control plants were also unsignificant even if averages of gs and E had been slightly higher in
BRS-PDE than in BRS-PA. Comparatively, few differences in growth and leaf gas exchange
variables were reported for different assai plant materials grown under full irrigation for up to
180 days of cultivation in nursery (Silvestre et al. 2016). Taken together, our results indicate
that physiological performances of BRS-PA and BRS-PDE plants must be similar under full-
irrigation conditions.

Under water-deficit, expressive decreases on A, gs, and E in both cultivars were observed. In
BRS-PA, the present results corroborate with our previous works, in which it was shown that
sensitivity of BRS-PA plants to water-deficit were related either to stomatal as biochemical
limitations to net photosynthesis (Oliveira et al. 2019; Santos et al. 2022). On the other hand,
previous information about the effects of water-deficit in BRS-PDE physiology is unknown, as
this cultivar was recently released for field cultivation. Despite the similarities between
cultivars in terms of water-deficit responses, it is noteworthy that averages of gs in stressed
plants of BRS-PDE (4.97 mmol m~2 s71) were significantly lower than in BRS-PA (8.98 mmol
m~2s™), indicating a more expressive stomatal closure in the former. Considering that all plants
in this experiment were compared under very flat environmental conditions, including VPD
(~0.78 kPa), then the stomatal closure in both assai cultivars must have been chiefly governed
by changes in Wpq, possibly in a mechanism involving root-to-shoot hydraulic signaling that
culminates in enhanced foliar biosynthesis of abscisic acid (Christmann et al. 2007; Ikegami et
al. 2009; McAdam and Brodribb 2018). Differential stomatal closure between plant materials
was also observed in other dicotyledons and monocotyledons and a lower gs and subsequent
limitation of excessive water loss through transpiration may be considered a drought-tolerance
mechanism (Pinheiro et al. 2005; Silva et al. 2016; Suresh et al. 2012; Dayer et al. 2020).
Therefore, drought-tolerant genotypes can present more efficient stomatal closure under
drought conditions in relation to stress-sensitive genotypes (Cohen et al. 2021; Lourkisti et al.
2021).

Although A, gs, and E data are good indicators for genotypic discrimination in response to
abiotic stresses, A/E and A/gs seems to be more appropriated parameters to address differential
responses to drought (Bota et al. 2016; Hatfield and Dold 2019; Liu et al. 2019). A/E and A/gs
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generally reach highest values in water-stressed than in non-stressed plants and magnitude of
such increases is expected to be more significant in drought-tolerant genotypes than in sensitive
ones (DaMatta et al. 2003; Suresh et al. 2012; Bota et al. 2016; Almeida et al. 2016). In assali,
it was earlier reported that plants submitted to long-term water-deficit induced by incipient daily
irrigation did not induce significant adjustments in A/E (Silvestre et al. 2016). By contrast, the
water-deficit in this experiment has induced expressive decreases in A, gs, and E, leading to
increases in A/E and A/gs. The increases in A/E did not differ significantly between BRS-PA
and BRS-PDE stressed plants possibly because A and E were decreased at very close
magnitudes. On the other hand, our results indicated a clear distinction between assai cultivars
in terms of A/gs, which was significantly greater in BRS-PDE than in BRS-PA. This result was
due to the more expressive decrease in gs in the former, suggesting higher stomatal sensitivity
to ABA in this cultivar. In other plant species, higher A/gs is commonly observed in drought-
tolerant genotypes as compared with sensitive ones (Mashilo et al. 2017; Liu et al. 2019; Silva
et al. 2022), then the higher A/gs in BRS-PDE may be an advantageous mechanism to cope with
drought in this cultivar as compared with BRS-PA.

Besides water use efficiency, foliar concentrations of osmotically active solutes (Pro, GB,
Suc, and TSC), ¥s and RWC were assessed in this experiment to examine possible occurrence
of osmotic adjustment in stressed assai plants (Valliyodan and Nguyen 2006; Gomes et al. 2010;
Macédo et al. 2019; Li et al. 2020; Ozturk et al. 2020; Traversari et al. 2021). Our results
indicated similar increases in Pro content between stressed plants of both cultivars and this was
likely resulting from the de novo synthesis of this compound in the cytosol (Koenigshofer and
Loeppert 2019; Furlan et al. 2020). By contrast, foliar GB concentration under stress conditions
did not differ from control plants, confirming our previous findings for two assai plant materials
(Hideo ecotype and BRS-PA cultivar, Silvestre et al. 2017) and indicating that this compound
is unrelated to water-deficit responses in assai cultivars, including BRS-PDE. On the other
hand, the observed decreases in TSC and Suc concentrations in stressed plants of both cultivars
can be related to a lower triose-P synthesis by Calvin cycle, since A in these plants was sharply
decreased in relation to control counterparts. Since the increases in foliar concentration of Pro
were counterbalanced by the decreases in foliar concentrations of Suc and TSC, the foliar pool
of osmotically active solutes must have been decreased, leading to a higher ¥s and lower RWC
in stressed plants in relation to respective control counterparts. Therefore, the water-deficit
imposed in this experiment did not induce osmotic adjustment irrespective assai cultivar. Our

results diverge from those reported by Calbo and Moraes (2000), who reported an osmotic
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adjustment of 0.29 MPa at zero turgor and 0.36 MPa at full turgor in non-improved assai plant
materials subjected to leaf water potential of — 2.5 MPa. Considering that assai plants are
sensitive to photo-oxidative damages under water-deficit conditions (Oliveira et al. 2019), thus
part of the total proline synthesized in water-stressed plants may have played an important role
in cell protection against oxidative stress rather than inducing an osmotic adjustment (Szabados
and Savouré 2010).

2.5 Conclusions

Our results allow infer that the effects of water-deficit on leaf gas exchange parameters were
relatively similar between assai cultivars. However, some particularities in the pattern of
decreases in A, gs, and E between well-watered and stressed plants led to a greater A/gs in BRS-
PDE than in BRS-PA. Furthermore, the higher Pro content concomitant with lower Suc and

TSC contents in stressed plants did not trigger osmotic adjustment in both cultivars.
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3 INDUCAO AO ESTRESSE OXIDATIVO DUAS CULTIVARES DE ACAIZEIRO
(Euterpe oleracea Mart.) SUBMETIDAS AO DEFICIT HIDRICO**

** Artigo ainda ndao submetido a publicacéo

RESUMO

Os efeitos do déficit hidrico nas trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila e enzimas
antioxidantes foram investigados em duas cultivares de acaizeiro (BRS-Para e BRS-Pai d’égua)
com o objetivo de avaliar possiveis diferencgas entre as cultivares quanto a tolerancia a seca.
Para isso, as plantas foram submetidas a um delineamento experimental inteiramente
casualizados a dois regimes hidricos: Controle, em que as plantas foram mantidas sob irrigacédo
plena; e Déficit hidrico, em que o estresse foi induzido pela suspensdo total da irrigacdo. As
avaliacdes foram realizadas quando o potencial hidrico na antemanha das plantas em déficit
hidrico atingiu —2,5 MPa. Nas plantas em déficit hidrico das duas cultivares, as taxas de
assimilacdo liquida de CO: (A), a condutdncia estomatica e a eficiéncia instantanea de
carboxilacdo foram reduzidas em mais de 90% e as concentracdes subestomaticas de CO>
aumentaram em 86% na BRS-Paré e 112% na BRS-Pai d’égua. Nas plantas em déficit hidrico
de ambas as cultivares foram observadas reducdes de 6,25% na maxima eficiéncia fotoquimica
do fotossistema Il (FSII), 12% na maxima eficiéncia fotoquimica do FSII no claro, 31% no
coeficiente de extingdo fotoquimico e 52% no rendimento quantico real do transporte de
elétrons do FSII. Além disso, um aumento de 146% na razdo entre a taxa aparente de transporte
de elétrons no FSII e A foi observado nas plantas em déficit hidrico, enquanto o coeficiente de
extincdo nédo fotoquimico ndo variou em funcédo do estresse. Em ambas as cultivares, o estresse
induziu redugdes na clorofila (Chl) a, Chl a/b e Chl a+b. As atividades da dismutase do
superoxido e peroxidase do ascorbato aumentaram nas plantas em déficit hidrico em 43% e
14%, enquanto a atividade da catalase foi reduzida em 30% nas plantas em déficit hidrico. As
concentracOes de aldeido mal6nico e peréxido de hidrogénio aumentaram em 73% e 26% nas
plantas em déficit hidrico de ambas as cultivares. Os danos observados ao FSII e aos lipideos
de membrana indicam que as duas cultivares de acai apresentam similar sensibilidade ao
estresse oxidativo induzido pelo déficit hidrico.

Palavras-chave: agai, BRS-Para, BRS-Pai d’égua, danos foto-oxidativos, enzimas
antioxidantes, peroxidacao de lipideos
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3.1 Introducgéo

O déficit hidrico € considerado um dos mais serios fatores abioticos que comprometem
0 crescimento e a produtividade vegetal. Quando as plantas sdo submetidas ao déficit hidrico
do solo, sdo observadas alteracbes morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas, tais como
alteracOes na taxa de diviséo celular e diminuicdo do crescimento, redugdo no potencial hidrico
foliar, diminuicdo nas taxas de assimilacédo liquida de CO (A), condutancia estomatica (gs),
transpiracdo (E), alteracdes em diversas variaveis de fluorescéncia da clorofila, aumento da
fotorrespiracdo e dissipagdo de energia na forma de calor e indugdo de danos oxidativos ao
fotossistema Il (FSII) e lipideos de membrana em fungdo do aumento na concentragdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (SANTOS et al., 2022; VIANA et al., 2019; OLIVEIRA
etal., 2018; SILVA et al., 2016,2017). Esses efeitos poderdo ser cada vez mais expressivos uma
vez que eventos de déficit hidrico tem se tornado mais frequentes, principalmente em razédo das
alteracOes na distribuicdo das chuvas ao longo do ano no Estado do Para (TAVARES et al.,
2022; ALVARES et al., 2014).

Sob condicdes de déficit hidrico, é bem compreendido que parte significativa das ERO
tem sua origem em sistemas de transporte de elétrons, tais como as cadeias transportadoras de
elétrons cloroplastidica e mitocondrial (NOCTOR et al., 2014; MITTLER et al., 2002). Quando
0 aumento nas ERO é pequeno em relacdo aos niveis basais celulares, essas moléculas
desempenham papel de sinalizadores celulares que disparam os sistemas de defesa (MITTLER
et al., 2004; GEORGIOU, 2002). Contudo, quando o0 aumento na producdo de ERO suplanta a
capacidade de defesa da planta, entdo o excesso delas pode induzir efeitos oxidativos diversos,
tais como degradacdo de DNA, RNA, proteinas e lipideos de membrana (SILVA et al., 2016;
FOYER et al., 2012; VACCA et al., 2004). Neste contexto, uma maior peroxidacdo de lipideos
de membrana, evidenciada pelo aumento na concentragdo de aldeido malonico (MDA) e
extravasamento de eletrélitos, tem sido observado em folhas de diversas espécies submetidas
ao déficit hidrico, tais como em Coffea canephora (POMPELLI et al., 2010; LIMA et al., 2002),
Jatropha curcas (DA SILVA et al., 2022) e Elaeis guineenses (SILVA et al., 2016). Além disso,
danos ao aparato fotoquimico em plantas submetidas ao déficit hidrico tém sido evidenciado
por reducdes significativas na méxima eficiéncia fotoquimica do FSII (F./Fm), maxima
eficiéncia fotoquimica do FSII no claro (F'v/F'm) e maior degradacéo de clorofilas (Chl) ae b
(LOPES FILHO et al., 2021; SILVESTRE et al., 2017; SURESH et al., 2010).
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Como defesa a acdo oxidativa das ERO, as plantas possuem diferentes mecanismos de
defesa, dentre os quais se destaca a a¢do de varias enzimas antioxidantes, tais como dismutase
do superdxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (MITTLER, 2002;
MITTLER et al., 2004). A defesa antioxidante de forma eficiente desempenha um papel de
grande importancia na tolerancia de plantas ao déficit hidrico (SEMWAL et al., 2020; SELOTE
E KHANNA-CHOPRA, 2006). A SOD atua na dismutacao do anion superéxido (O2™), o qual
é reduzido a perdxido de hidrogénio (H202). Dessa forma, um menor risco de formacdo de
radical hidroxil (OH") via reacdo por metal do tipo Haber e Weiss é observada (GILL E
TUTEJA, 2010). A SOD ocorre em trés diferentes isoformas que diferem, dentre outros, nos
tipos de cofatores que utilizam. Essas isoformas sdo a cobre/zinco SOD (Cu/Zn-SOD), a
manganes SOD (Mn-SOD) e a ferro SOD (Fe-SOD), que se localizam em compartimentos
celulares diferentes (MITTLER, 2002). A CAT é uma enzima heme tetramérica capaz de
dismutar diretamente H202 em H20 e O, sendo indispensavel para a desintoxicacdo de ERO
durante as condi¢des de déficit hidrico (GARG E MACHANDA, 2009). Suas isoformas estao
presentes nos peroxissomos, citosol e mitocdndrias, respondendo de formas diferentes de
acordo com a incidéncia da luz (SKADSEN et al., 1995; WILLEKENS et al., 1994). A APX
desempenha um papel fundamental na eliminacdo de ERO nas células protetoras em plantas,
algas e outros organismos. A APX esta envolvida na eliminacdo do H202 no citosol e nos
cloroplastos, utilizando o ascorbato como doador de elétrons para reduzir H2O2 em H20,
fazendo parte do ciclo da ascorbato-glutationa (ASH-GSH) (NOCTOR E FOYER, 1998).

Em muitas espécies vegetais, uma maior tolerancia ao déficit hidrico tem sido atribuida
a uma maior capacidade de defesa antioxidante. Dessa forma, tem sido considerado mais
tolerantes ao estresse 0s materiais vegetais que conseguem detoxificar de forma mais eficiente
as ERO, evitando ou atenuando danos oxidativos, conforme observado em C. canephora
(LIMA et al., 2002), Glycine max (MESQUITA et al., 2020) e E. guineensis (SILVA et al.,
2016).

O acaizeiro, palmeira endémica ao bioma amazoénico, tem expressiva sensibilidade ao
déficit hidrico do solo (SILVESTRE et al., 2016, 2017; OLIVEIRA et al., 2018; SANTOS et
al., 2022). Dados de trocas gasosas, bioquimicos e de crescimento de plantas evidenciaram que
plantas de acai da cultivar BRS-Pard tem um desempenho fisiolégico melhor que materiais
vegetais de acai ndo melhorados (SILVESTRE et al., 2016, 2017). Contudo, plantas dessa
cultivar submetidas ao deficit hidrico apresentam limitada capacidade de defesa enzimatica
antioxidante (BARBOSA et al., 2017). Além da BRS-Para, que foi a primeira e até 2019 a Gnica
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cultivar de agaizeiro desenvolvida para plantios em ecossistema de terra firme da Amazonia,
uma nova variedade de agaizeiro, BRS-Pai d’égua, foi recentemente desenvolvida visando
aumento na produtividade de frutos em plantios manejados nesse mesmo tipo de ecossistema
(FARIAS NETO, 2019). O comportamento fisioldgico dessa nova cultivar de acaizeiro (BRS-
Pai d’égua) em resposta ao déficit hidrico é ainda desconhecido. Assim, é possivel hipotetizar
que (i) a nova cultivar de acaizeiro (BRS-Pai d’égua) tenha maior toleréncia ao déficit hidrico
que a cultivar BRS-Para e que (ii) essa diferente resposta ao estresse estaria relacionada a uma
melhor capacidade de defesa antioxidante e atenuacdo ao estresse oxidativo. Assim, este
trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar as respostas fotoquimicas e antioxidantes em
plantas de duas cultivares de acaizeiro (BRS-Para e BRS-Pai d’égua) submetidas ao déficit
hidrico. Alem disso, a ocorréncia de danos oxidativos ao FS II, as clorofilas, aos lipideos de

membrana e ao perdxido de hidrogénio foi também avaliada.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material vegetal, condi¢cOes de crescimento e instalacdo experimental

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA), em Belém-PA (01°27'10.9"S, 48°26'34.3"W), norte do Brasil. Sementes
de dois materiais vegetais de acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.), cultivares BRS-Para e BRS-
Pai d’égua, foram semeadas em bandejas de polietileno preenchidas com substrato fibra de coco
(Golden Mix 87, Sococo Agroindustria da Amaz6énia, Ananindeua, Brasil). Aos 34 dias apds a
semeadura, as plantulas mais vigorosas foram selecionadas e transferidas para sacos de
polietileno (25 cm altura e 15 cm de didmetro), contendo uma mistura de solo e cama de aviario
(proporgéo de 3:2 v/v) (NASCIMENTO E GATTI, 2020).

A irrigacdo das mudas foi realizada diariamente entre 7:30 e 8:30 h, até que o substrato
atingisse a capacidade de campo, o que foi previamente estimado com base no método
gravimétrico (KLAR et al., 1966). A adubacéo foliar com macro e micronutrientes foi realizada
em intervalos de 15 dias utilizando-se por planta 11,1 mL 4 g L * de Complex 151 (Nutriplant
Fertilizantes especiais; Nutriplant S/A., S&o Paulo. Brasil; Composi¢do: 5% Nitrogénio, 11 %
de P20s, 16 % de K20, 5% de S, 2 % de Ca, 2 % de Mg, 1,5 % de B, 0,5 % Cu, 0,1 % de Fe,
0,5 % de Mn, 0,2 % de Mo e 4 % de Zn).
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Quando as plantas atingiram seis meses de idade, foram transferidas para vasos de
polietileno (24 cm de altura x 22 cm de diametro) contendo 10 L de substrato (Latossolo
Amarelo e cama de aviario, proporc¢do 3:2 v/v). Em cada vaso foi misturado ao substrato 27,4
g de calcéario dolomitico para correcdo do pH. A complementacdo da fertilizagédo foi realizada
utilizando-se 8 g de NPK 18-18-18 por vaso, aplicado em trés parcelas iguais a cada 15 dias

contados apds 60 dias do transplantio para os vasos definitivos

Aos 11 meses de idade, as 30 plantas mais uniformes em altura (cerca de 60 cm) e
namero de folhas (sete folhas) foram selecionadas e divididas em dois grupos: (i) controle, em
que as plantas continuaram sendo irrigadas conforme ja descrito e (ii) déficit hidrico, em que a
irrigacao foi suspensa para a inducdo do estresse. Os tratamentos foram avaliados quando o
potencial hidrico na antemanhd (\Wpq4) das plantas em déficit hidrico atingiu — 2,5 + 0,2 MPa. As
avaliacdes fisiologicas foram realizadas em foliolos centrais da terceira folha composta contada
a partir do apice. Posteriormente, dois foliolos centrais foram coletados, congelados em

nitrogénio liquido e mantidos a — 20 °C para posteriores analises bioquimicas.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 2 (dois regimes hidricos e dois materiais vegetais). Uma planta por vaso foi
considerada como repeticdo experimental e um total de cinco repeti¢fes por tratamento foram
avaliadas. Durante as avaliacdes (entre 3:30 h e 11:00 h), dados de umidade relativa do ar
(URar), temperatura do ar (Ta) e radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) no interior da casa
de vegetacdo foram registrados em intervalos de 20 min e o déficit de pressdo de vapor (DPV)
foi calculado segundo Alvarenga et al. (2014). Durante as avaliaces fisiologicas, as médias de
URar, Tar, PAR e DPV foram respectivamente iguais a 81,48%, 27,68 °C, 341,52 umol m2 s
e 0.78 + 0.03 kPa.

3.2.2 Potencial hidrico de antemanha

O W4 foi determinado por meio uma camara de presséo (mod. 670, PMS Instrument
Co., Corvalles, USA) entre 04:00 e 5:00 h seguindo a metodologia de Pinheiro et al. (2008)

com modificagdes.

3.2.3 Analises de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a
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A taxa de assimilacdo liquida de CO- (A), condutancia estomatica (gs), transpiragéo (E),
concentracdo subestomatica de CO- (C;) foram determinadas por meio de um analisador de
gases a infravermelho (LI-6400 XT; LICOR Biosci. Inc., Nebraska, USA), sob concentragéo
ambiente de CO2 de 400 pmol mol~ e PAR de 1000 umol m2 s (CALBO E MORAES, 2000).
A eficiéncia de carboxilagéo (EiC) foi calculada pela razéo entre A e Ci, (DA SILVA et al.,
2015), simultaneamente as trocas gasosas, foi avaliada a fluorescéncia da clorofila a utilizando-
se um fluorémetro (L1-6400-40; LI-COR Biosci. Inc., Nebraska, USA) acoplado ao analisador
de gases. Para isto, as folhas foram adaptadas ao escuro por 30 min. Apds a determinacédo da
fluorescéncia inicial (Fo), foi aplicado um pulso de luz saturante de 6000 pmol m=s™ por 0,8
s para determinar a maxima fluorescéncia (Fm) e aplicada luz actinia continua (1200 pmol m
st por 480 s) para determinar a fluorescéncia em estado estacionario (Fs). Posteriormente, a
fluorescéncia méxima adaptada ao claro (F'm) foi determinada por meio de um pulso de luz
branca saturante (6000 umol m=2 s por 0,8 s) e a Fo adaptada a luz (ou seja, Fo) foi obtida
pela aplicacdo de um pulso de luz vermelha distante (2 pmol m2s™). A méaxima eficiéncia
fotoquimica do FSII (F./Fnm) foi calculada como Fv/Fm = (Fm — Fo) / Fm. A méxima eficiéncia
fotoquimica do FSII no claro (F’v/F’m) foi calculada como [F'm- F0) / F’m]. O coeficiente de
extincao ndo fotoquimica (NPQ) foi determinado por meio da equacéo de Stern — Volmer [NPQ
= (Fw/F’m)] conforme descrito por Krause e Weis (1991). O coeficiente de extin¢do fotoquimica
(gp) foi calculado como gp = (F'm — Fs) / (F'm — F0) (KRAMER et al., 2004). O rendimento
quantico real do transporte de elétrons do PSII (®psi) foi calculado como [(F'm — F’s) | F'm]
(GENTY et al., 1989). A razdo entre a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) e A (isto
é, ETR/A) foi calculada como indicador de limitacdo estomatica a fotossintese e como indicador
da taxa de fotorrespiracdo (BOTA et al., 2004).

3.2.4. Analises bioquimicas

3.2.4.1. Clorofilas e carotenoides totais

30 discos foliares de 0,06 g foram pesados e macerados em 2 mL de acetona 80%
mais 0,03 g de CaCO3 (COSTA et al., 2010). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
12.000 x g por 10 min a 10 °C. O sobrenadante foi transferido para um baldo de 25 mL. O

residuo foi submetido a nova extragdo com 2 mL de acetona 80% por meio de homogeneizagdo
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em vortex. Ap6s centrifugagdo, o novo sobrenadante foi juntado ao primeiro. Esse
procedimento foi repetido mais duas vezes. Ao final da extracéo o volume final do extrato foi
completado para 25 mL com acetona 80%. As concentracOes de clorofila a e b e carotenoides
totais foram determinadas de acordo com Lichthenthaler (1987), obtendo-se as absorvancias do
extrato a 663,2 nm; 646,8 nm e 470 nm.

3.2.4.2 Enzimas antioxidantes

A superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi estimada por meio da obtencdo de um
extrato foliar a partir de amostras de 0,15 g de peso fresco (PF) maceradas em 2 mL de meio de
extracdo contendo tampdo fosfato de potassio (TFK) 100 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM,
ditiotreitol (DTT) 1 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, triton X-100 0,1 % (v/v) e
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 200% p/p. Apos centrifugacdo (15.000 x g por 15 min a 4 °C),
0 sobrenadante foi coletado para o ensaio de atividade da SOD em 3 mL de meio de reacéo
contendo TFK 52,5 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 uM, azul de nitrotetrazolio 0,075 mM (NBT),
metionina 13 mM (pH 7,8), riboflavina 2uM e 5 pL do extrato enzimatico. A reacdo foi
realizada na presenca de luz, fornecida por ldampada fluorescente de 20 W por 10 min. Apoés
este tempo, a luz foi interrompida e a absorvancia das amostras obtida a 560 nm. A atividade
da SOD foi calculada levando-se em conta a capacidade da enzima em inibir a fotorreducéo do
NBT em formazana azul (GIANNOPOLITIS E REIS,1977).

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.1) foi determinada segundo
Nakano e Asada (1981). Amostras foliares de 0,2 g PF foram maceradas em 2 mL de meio de
extracdo contendo TFK 50 mM (pH 7,0), EDTA 2 mM, ascorbato 20 mM, triton X-100 0,1 %
(v/v) e PVPP 200% (p/p). Apo6s centrifugacdo (15000 x g por 15 min a 4 °C), o sobrenadante
foi coletado para o ensaio de atividade, realizado em 2 mL do meio de reagdo contendo 50 mM
de TFK pH 7,0, 0,2 mM de H20>, 0,5 mM de ascorbato e 15 pL do extrato enzimatico. A reacdo
foi conduzida a 25 °C por 5 min. A absorbancia a 290 nm foi registrada e para os célculos foi

utilizado o coeficiente de extingdo molar do ascorbato (2,8 mM™ cm™).

Para andlise da catalase (CAT, EC 1.11.1.6), foi utilizado o mesmo extrato obtido para
atividade da APX. A determinacdo da atividade da enzima foi realizada segundo Havir e
McHale et al. (1987) em 2 mL de um meio de reacdo contendo 50 mM de TFK pH 7,0 e 12,5
mM de H20- e 15 pL de extrato. A reacdo foi conduzida a 30 °C por 5 min. A absorbancia a
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240 nm foi registrada e para os célculos foi utilizado o coeficiente de extin¢gdo molar do H20>
(39,4 mM*tcm™).

3.2.4.3 Aldeido maldnico (MDA)

Amostras foliares de 0,16 g foram maceradas em 2 mL de &cido tricloroacético (TCA)
0,1% p/v e o homogenato foi centrifugado a 10.000 x g por 15 min a 4° C. Em seguida, o
sobrenadante foi coletado e uma aliquota de 500 pL foi combinada a 1,5 mL de acido
tiobarbiturico (TBA) 0,5% p/v preparado em TCA 20 % (p/v). A reacdo foi realizada a 90 °C
por 20 min, sendo interrompida com banho de gelo. Apds centrifugacéo a 13.000 x g por 4 min,
0 sobrenadante foi coletado e a absorbancia determinada a 532 e 600 nm (CAKMAK E HORST,
1991). A concentragdo de MDA foi calculada com base no coeficiente de extragdo molar dos
intermediarios reativos ao acido 2-tiobarbittrico (TBA) (155 mM~*t cm™).

3.2.4.4 Perdxido de hidrogénio (H20,)

A uma aliquota de 500 pL do extrato utilizado para a determinacdo de MDA foi
adicionado 500 pL de TFK 10 mM (pH 7,0) e 1000 uL de iodeto de potassio (KI) 1 mM,
totalizando um volume final de 2000 pL. As amostras foram agitadas em vdrtex e a absorbancia
obtida a 390 nm. Para os célculos foi utilizada uma curva padrédo de H20, (VELIKOVA et al.,
2000).

3.2.4.5 Andlise Estatistica

A homogeneidade das variancias foi averiguada pelo teste de Levene e a distribuicdo
normal dos dados conferida pelo teste de Shapiro-Wilk. Apenas os dados de ETR/A e EiC foram
transformados utilizando-se o logaritmo na base 10. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (two-way ANOVA) e as comparacdes entre médias realizadas pelo Teste Tukey (P <
0,05), utilizando-se o software R (v. 4.1.0, 2021).

3.3 Resultados

3.3.1 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a
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As plantas em déficit hidrico das cultivares BRS-Para e BRS-Pai d’égua demonstraram
reducdes significativas de 82% na A em relacdo as plantas controle (Tabela 1). A diminuicdo
de A foi acompanhada por diminuicdes significativas na gs (87 % na BRS-Para e 93 % na BRS-
Pai d’égua, Tabela 1) e aumentos significativos na C; (86,67% na BRS-Para e 111,80% na BRS-
Pai d’égua, Tabela 1).

Tabela 1 - Alteragbes na taxa de assimilacdo liquida de CO (A), condutancia estomatica (gs), concentracéo
subestomaética de CO; (C;) e eficiéncia de carboxil¢do (EiC) em duas cultivares comerciais de acaizeiro (BRS-
Para e BRS-Pai d’égua) submetidos a estresse hidrico progressivo.

Parimetros BRS-Paré _ . BRS-Pai d’égua _ _
Controle Déficit hidrico Controle Déficit hidrico
A (umol mZs) 9.77 + 0.46 Aa* 171 £ 017 Ab 9.59 + 0.44 Aa 1.77 £ 0.16 Ab
gs (mmol 2 s°) 64.89 + 1.78 Ba 8.58 + 0.71 Ab 68.04 £ 2.37 Aa 4.97 + 1.06 Bb
C: (mol mol ) 16301004 Ab  3043+002Ba  19489+004Ab  412.78 +0.01 Aa
; 12 o
EIC (mol mol™m™s™ ¢ 98 4 6.97 Aa 545+079Ab  48.06+6.79 Aa 4.36 + 0.50 Bb

)

* Os dados sdo as médias de cinco repeticbes + 0 erro padrdo (EP). Letras mailsculas diferentes denotam
diferencas significativas entre os materiais vegetais dentro de cada regime hidrico e letras mintsculas denotam
diferencas significativas entre os regimes hidricos dentro de cada material vegetal.

Nas plantas em déficit hidrico, as médias de Fv/Fm para os dois regimes hidricos foram
significativamente reduzidas em 6,25% em relacdo ao controle. Enquanto reducfes de 12%
foram observadas na F'v/F’'m. As plantas estressadas de ambas as cultivares também
apresentaram, em relacdo as plantas controle, reducgdes significativas de mesma magnitude no
gr (31%) e na dpsi (52%). A razdo entre taxa de transporte de elétrons (ETR) e assimilagdo
liquida de CO2 (A), ETR/A, aumentou significativamente em 146% nas plantas em deficit
hidrico das duas cultivares comparadas aos respectivos controles, indicando limitacdo
estomatica da fotossintese e aumento da fotorrespiracdo. A deficiéncia hidrica ndo afetou

significativamente 0 NPQ em relacédo as plantas controle em ambas as cultivares (Tabela 2).
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Tabela 2 - Alteracdes na eficiéncia quantica maxima do PSII (F./Fr), eficiéncia da energia de excitacdo dos
centros de reacdo FSII abertos (F'v/F’m), coeficiente de dissipagdo ndo-fotoquimico (NPQ), coeficiente de
extingdo fotoquimica (qP), rendimento quantico real do transporte de elétrons do PSII (®PSII) e razdo entre
taxa de transporte de elétrons (ETR) e assimilacdo liquida de CO2 (A) (ETR/A).

Parimetros BRS-Para BRS-Pai d’égua

Controle Déficit hidrico Controle Déficit hidrico
Fu/Fm 0.80 £ 0.01 Aa* 0.76 £ 0.01 Ab 0.79 £ 0.01 Aa 0.74 £0.02 Ab
F'WF'm 0.74 £ 0.03 Aa 0.65+0.02 Ab 0.71£0.02 Aa 0.62 £0.02 Ab
NPQ 1.88 £0.45 Aa 2.59 £ 0.46 Aa 1.75+0.24 Aa 2.16 £ 0.46 Aa
ap 0.36 £0.02 Aa 0.26 £ 0.02 Ab 0.35+0.03 Aa 0.22 +0.03 Ab
OPSII 0.20 £ 0.01 Aa 0.11+£0.02 Aa 0.18 +0.02 Aa 0.08 £0.01 Aa
ETR/A 9.28+0.37 Ab 27.76 £ 2.99 Aa 8.95 1 0.64 Ab 17.11+£1.69 Aa

* Os dados sdo as médias de cinco repeticBes + o erro padrdo (EP). Letras mailsculas diferentes denotam
diferencas significativas entre os materiais vegetais dentro de cada regime hidrico e letras minusculas denotam
diferencas significativas entre os regimes hidricos dentro de cada material vegetal.

3.3.2 Clorofilas e carotenoides totais

As plantas em déficit hidrico da cultivar BRS-Pard demonstraram reduces
significativas em relacéo as plantas controle nas concentracfes de Chl a e Chl a+b (20%) e na
concentracdo de CARTot (25%). Na BRS-Para, ndo houve efeito significativo do déficit hidrico
na Chl a/b e na Chl a+b/CARTot. Nas plantas estressadas da cultivar BRS-Pai d’égua as
concentragOes de Chl a, Chl a+b, Chl a/b e CAR1ot foram reduzidas respectivamente em 45%,
37%, 23% e 35% em relagcdo as plantas controle. Na BRS-Pai d’égua, ndo houve efeito
significativo do déficit hidrico na na Chl a+b/CART. (Tabela 3).

Tabela 3 - ConcentracGes de clorofila a (Chl a), clorofilas totais (Chl a+b), razdo clorofila a e clorofila b (Chl
a/b), carotenoides totais (CARTot) e razdo clorofilas totais e carotendides totais (Chl a+b/CARTot) em duas
cultivares de acaizeiro (BRS Pard e BRS Pai dégua) submetidas ao déficit hidrico.

BRS-PA BRS-PD
Parametros Controle r[]),eﬂ_ut Controle Qeﬂ_mt
idrico hidrico
9.56 £ 0.43 7.61+£0.21 8.62 £0.34 4.71+0.35
Chl a (g/kg FM) Aa Ab Aa Bb
4.21+0.23 3.46+0.17 3.55+0.13 251+£0.12
Chl b (g/kg FM) Aa Ab Ba Bb
13.77 £ 0.58 11.07 £0.32 12.17 £ 0.44 7.63+0.31
Chla + b (g/kg FM) Aa Ab Ba Bb
2.28 +0.11 2.21 +0.09 2.43 +0.07 1.87 +0.06
Chla/Chlb Aa Aa Aa Bb
2.35+0.15 1.77 £ 0.08 1.99 £ 0.09 1.30+0.08
CAROrot (9/kg DM) Aa Ab Ba Bb
5.92 £ 0.26 6.32 £ 0.37 6.14 £ 0.26 5.90 +0.26
Chla +b/CARta Aa Aa Aa Aa

* Os dados sdo as médias de cinco repeticBes + o erro padrdo (EP). Letras mailsculas diferentes denotam
diferencas significativas entre os materiais vegetais dentro de cada regime hidrico e letras mindsculas denotam
diferencas significativas entre os regimes hidricos dentro de cada material vegetal.
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3.3.3 Atividades das enzimas antioxidantes

Em relagéo as plantas controle, as plantas em déficit hidrico das cultivares BRS-Para e
BRS-Pai d’égua demonstraram aumentos na atividade da SOD respectivamente de 39% e 48%
respectivamente. O estresse ndo afetou a atividade da APX em nenhuma das cultivares. Com
relacdo a atividade da CAT, o déficit hidrico reduziu a atividade da enzima em 21% na BRS-
Para e em 40% na BRS-Pai d’égua (Tabela 4).

Tabela 4 — Atividades da superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT)
em duas cultivares de agaizeiro (BRS-Pard e BRS-Pai d’égua) submetidos ao déficit hidrico
progressivo.

Parametros BRS-Para BRS-Pai d’égua
Controle Déficit hidrico Controle Déficit hidrico
62.62 £ 6.18 86.85 £ 7.39 80.26 + 6.06
SOD (U mg':L prot) Ab* Aa 54,17 + 4.63 Ab Aa
in-1 -1
ng (umel min™mg 3744036 Aa  426%037Aa  402¢035Aa  323+031Aa
in-1 -1
[C):rﬁ;g (Hmol minmg 0.80 £ 0.09 Aa 0.63 £0.08 Ab 0.84 +0.09 Aa 0.50 £ 0.02 Ab

* Os dados sdo as médias de cinco repeticbes + 0 erro padrdo (EP). Letras mailsculas diferentes denotam
diferencas significativas entre os materiais vegetais dentro de cada regime hidrico e letras mindsculas denotam
diferencas significativas entre os regimes hidricos dentro de cada material vegetal.

3.3.4 Peroxidacao lipidica e peréxido de hidrogénio

As plantas das cultivares BRS-Pard e BRS-Pai d’égua submetidas a deficiéncia hidrica
demonstraram aumentos muito expressivos nas concentraces de MDA e H>O2 em relacgdo as
respectivas plantas controle. Esses aumentos foram de 381% no MDA e 150% H>0, na BRS-
Para e de 354% no MDA e de 121% no H202 na BRS-Pai d’égua (Tabela 5).

Tabela 5 - Peroxidacdo lipidica estimada como equivalentes de acido malénico (MDA) e concentracdes de
peroxido de hidrogénio (H»0) em duas cultivares de agaizeiro submetidas ao déficit hidrico.

R BRS-Para BRS-Pai d’égua
Parametros PR P
Controle Déficit hidrico Controle Déficit hidrico
156.88 + 23.73 592.70 + 57.71 144.43 + 13.29 556.47 + 34.99
MDA (nmol g*PS)  Ab* Aa Ab Aa
H,02 (umol g PS) 5.99+0.18 Ab 8.23+0.34 Aa 5.74+0.11 Bb 6.96 + 0.33 Ba

* Os dados sdo as médias de cinco repeticBes + o erro padrdo (EP). Letras maiusculas diferentes denotam
diferencas significativas entre os materiais vegetais dentro de cada regime hidrico e letras minasculas denotam
diferencas significativas entre os regimes hidricos dentro de cada material vegetal.
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3.4 Discussao

Em condigbes de déficit hidrico, as cultivares BRS-Para e BRS-Pai d’égua
demonstraram expressiva diminuicdo da A, que chegou a valores muito préximos de zero. Este
dado, por si s, indica que o acaizeiro € muito sensivel ao déficit hidrico, visto que o estresse
aplicado, caracterizado pela redugdo do Wpq para valores préximos a - 2,5 MPa, praticamente
suprimiu a capacidade fotossintética das plantas em ambas as cultivares. Efeitos semelhantes
do déficit hidrico em acaizeiro foram também demonstrados em outros trabalhos (SANTOS et
al., 2022; OLIVEIRA et al., 2018; SILVESTRE et al., 2016, 2017)

A diminuicédo de A nas plantas em déficit hidrico das duas cultivares pode ser explicada
por diversos fatores, dentre os quais as limitacbes estomaticas e aquelas relacionadas a
problemas nas fases fotoquimica e bioquimica da fotossintese (FLEXAS et al., 2006; CORNIC,
2002).

Com relacdo a limitacdo estomatica, é bem estabelecido que o fechamento dos
estdmatos em plantas sob déficit hidrico causa um aumento na resisténcia ao influxo de COz na
folha. Isto, associado a uma diminuicdo na condutancia mesofilica ao CO2, pode levar a
reducdes na concentracdo cloroplastidica de CO2, reduzindo a atividade de carboxilacdo da
Rubisco (PILON et al., 2018; PERDOMO et al., 2017). Contudo, as plantas em déficit hidrico
de ambas as cultivares demonstraram aumentos significativos na Ci, indicando alta
concentracdo de CO2 nas camaras subestomaticas, o que poderia sugerir que as limitacGes
estomaticas a fotossintese ndo seriam significativas nesta espécie. Vale ressaltar, porém, que as
plantas em déficit hidrico das duas cultivares demonstraram aumentos significativos na ETR/A
e diminui¢des na EiC. Entdo, o aumento na ETR/A deve estar relacionado as limitacGes
estomaticas da fotossintese e ao aumento da fotorrespiracdo (BOTA et al., 2004), enquanto a
diminuicdo da E;C indica diretamente uma menor capacidade de carboxilagdo da Rubisco. Uma
vez que a quantidade de Rubisco, em termos de numero de copias da enzima, ndo € afetada pelo
déficit hidrico (PARRY et al., 2002), entdo a diminuicdo da E;C nas duas cultivares estudadas
indica que a atividade carboxilativa da enzima diminuiu possivelmente em resposta a menor
concentracdo de CO> cloroplastidico, levando ao aumento da fotorrespiracéo evidenciado pelo
aumento de ETR/A.

Embora um resultado muito comum em plantas submetidas ao déficit hidrico seja a
reducdo na Ci/Ca ou na Ci (da SILVA et al., 2022; da SILVA et al., 2020; LIU et al., 2019;
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GOMES et al., 2008), as plantas sob déficit hidrico de agaizeiro neste trabalho demonstraram
um aumento significativo na Ci. Resultado semelhante foi previamente observado em plantas
de acai (SANTOS et al., 2022; NEVES et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2018; SILVESTRE et
al., 2017), em palma de 6leo (LOPES FILHO, 2021; TEZARA et al., 2021; MENDEZ, et al.,
2012; SURESH et al., 2012) e Triticum aestivum (ULLAH et al., 2023) e Bactris gasipaes
(OLIVEIRA et al., 2002). Uma possivel explicagdo para esse aumento na C; é 0 aumento da
respiracdo mitocondrial e da fotorrespiracdo que, associado ao expressivo fechamento
estomatico, restringe o efluxo desse gas da camara subestomatica para a atmosfera (FLEXAS
et al., 2006; CORNIC, 2002). A diminuicdo da fotossintese também pode ser, em parte,
resultante do aumento na taxa de foto-oxidagdo e/ou foto-inibicdo do FSII, tendo como
consequéncia a diminuicdo na atividade fotossintética dos centros de reacdo (PERDOMO et al.,
2017). Os danos foto-oxidativos ao FSII foram claramente evidenciados pelas diminui¢es no
FWFme Fy/Fn’. Além disso, outra evidéncia que indica a ocorréncia de danos aos fotossistemas
é a diminuicdo na concentracdo de Chl a e Chl a+b nas duas cultivares de agai, particularmente
na cultivar BRS-Pai d’égua, cujas diminui¢fes foram mais expressivas. Este resultado esta
condizente com a degradacdo de Chl a e Chl b observada em plantas de outras espécies
submetidas ao déficit hidrico como Malus domestica Borkh. (BHUSAL et al., 2019), Triticum
aestivum (WU et al., 2014) e Lilium spp. (ZHANG et al., 2011).

Nas plantas sob déficit hidrico de acaizeiro, 0 aumento na ETR/A e a redugdo de ¢PSlI
sob Wpa em torno de -2,3 MPa indica que as plastoquinonas perderam parte de sua capacidade
de realizar suas reac6es de oxido-reducdo. Conforme os elétrons vdo sendo transportados para
o FSII e ocorre a abertura estomatica para realizacdo da fotossintese, menor é o qP. Logo, a
reducdo de gP indica aumento nas quinonas A (Qa) no seu estado reduzido, que ocorre a fim
de aumentar a proporc¢éo de inativacdo dos centros de reacdo do FSII (DALLAGNOL et al.,
2015; SURESH et al., 2010). Logo, tanto os parametros de trocas gasosas quanto de transporte
de elétrons avaliados para as duas cultivares de acaizeiro sugerem que o déficit hidrico pode vir
a reduzir o coeficiente de extingdo fotoquimico, corroborando com o que foi previamente
observado em Malus domestica (ZHOU et al., 2019), em Euterpe oleracea (OLIVEIRA et al.,
2018) e em hibridos de palma de 6leo (SILVA et al., 2016).

Uma vez que a E;C foi reduzida de forma muito mais expressiva que os danos ao FSll,
0S quais se mantiveram ativos em certa magnitude nas plantas sob déficit hidrico das duas
cultivares, é possivel inferir que tenha ocorrido um desequilibrio entre as etapas fotoquimica e

bioquimica da fotossintese. Desse modo, os fotossistemas continuam captando energia
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luminosa e convertendo-na em energia quimica (ATP e NADPH) no estroma os quais serdo
utilizados no ciclo de Calvin. Contudo, se a Rubisco tem menor eficiéncia de carboxilagéo, o
ciclo de Calvin passa a devolver com menor intensidade ADP e NADP para as reac0es
fotoquimicas. Isto faz com que os componentes da cadeia de transporte de elétrons trabalhem
mais tempo sobrecarregados, ou seja, reduzidos (HEYNEKE E FERNIE, 2018; TAKAGI et al.,
2016). Nesse caso, a cadeia de transporte de elétrons cloroplastidica passa a ser um potencial
sitio de producéo de ERO (LAWLOR E TEZARA, 2009; MITTLER, 2002; M@LLER, 2001).
Sob condi¢bes brandas, o aumento de ERO induzido por estresses abidticos pode agir como
importante via de sinalizagdo celular (ELAKHDAR et al., 2022; VRANOVA et al., 2002).
Porém, caso as plantas ndo consigam eliminar os excedentes de ERO adequadamente, entdo um
aumento na ocorréncia de danos celulares ao FSIl e lipideos de membrana é observado
(TAKAHASHI E BADGER, 2011; CRUZ DE CARVALHO, 2008).

Além dos dados de fluorescéncia que indicam danos ao FSI|I, os resultados obtidos neste
trabalho mostraram expressivos aumentos nas concentracdes de H20. e MDA nas plantas sob
déficit hidrico das duas cultivares, indicando a ocorréncia de estresse oxidativo mediada pelo
déficit hidrico. Esses aumentos foram, contudo, maiores nas plantas em déficit hidrico da
cultivar BRS-Paréa em relacdo a BRS-Pai d’égua quando comparadas aos respectivos controles.
Isso indica, que a cultivar BRS-Para se mostra mais sensivel a peroxidacdo lipidica que a BRS-
Pai d’égua, o que pode ser considerado um diferencial em termos de resposta ao déficit hidrico.

Dos possiveis mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo, os dados obtidos neste
trabalho demonstram que as plantas sob déficit hidrico de acai das duas cultivares aumentaram
a taxa de transpiracdo, indiretamente evidenciada pelo aumento no ETR/A. Embora a
fotorrespiracdo esteja relacionada a uma menor assimilacao liquida de carbono pela planta, esse
mecanismo € importante para atenuar sobrecarga de elétrons na fase fotoquimica da
fotossintese, ajudando a controlar a producdo de ERO (DAT et al., 2000; MITTLER, 2002).
Comparando-se as duas cultivares em relacéo aos respectivos controles, nota-se que 0 aumento
na ETR/A foi maior na BRS-Para que na BRS-Pai d’égua, indicando que a fotorrespiracao teve
um papel mais expressivo no alivio da sobrecarga energética na cadeia de transporte de elétrons
cloroplastidica. Por comparagdo, aumentos na fotorrespiracdo foram relacionados a uma maior
tolerancia ao deficit hidrico em Elaeis guineenses (LOPES FILHO et al., 2021), em Euterpe
oleracea (OLIVEIRA et al., 2018) e em Lagenaria siceraria (MASHILO et al. 2017).

Um outro mecanismo de defesa relacionado a atenuagdo da sobrecarga energética nos

fotossistemas € a dissipagdo térmica do excesso de energia de excitacdo, ou seja, emissdo de
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calor, envolvendo a participacdo direta de carotendides (FOYER et al., 2017; CASPER et al.,
1993). Esta dissipacdo térmica foi observada em outras espécies sob condi¢bes de déficit
hidrico, tais como em Coffea arabica (POMPELLI et al., 2010) e Glycine Max (VERHOEVEN
etal. 2001; MESQUITA et al., 2020). Neste trabalho, contudo, as plantas em déficit hidrico das
duas cultivares de acaizeiro ndo demonstraram aumentos significativos no NPQ em relagdo as
plantas controle, indicando que a dissipacéo de energia na forma de calor ocorreu, contudo na
mesma taxa das plantas irrigadas (DEMMIG ADAMS; ADAMS, 2006). Uma possivel
explicacdo para esse resultado € o fato de que esse mecanismo de dissipac¢ao térmica requer um
aumento do gradiente de pH transtilacdide para induzir a conversdo de violaxantina a
zeaxantina, esta Ultima com maior capacidade de dissipacdo de energia na forma de calor
(MAXWELL; JONHSON, 2000). Uma vez que o qP e ¢PSIl foram reduzidos
significativamente nas plantas sob déficit hidrico das duas cultivares, entdo essa condi¢do pode
ndo ter sido contemplada e por isso 0 NPQ n&o foi aumentado em uma taxa maior. Além disso,
foram observadas diminuicdes significativas nas concentragcdes dos CARTot nas plantas sob
déficit hidrico das duas cultivares, o que pode ter também contribuido para uma menor
dissipacédo de energia como calor.

As duas cultivares de acai demonstraram maiores concentracdes de MDA que nas
respectivas plantas controle e, uma vez que 0s aumentos percentuais foram maiores paraa BRS-
Pard, pode-se inferir que ela se mostrou mais sensivel ao estresse oxidativo mediado pelo déficit
hidrico. A peroxidacdo de lipideos tem sido relacionada a uma maior producdo de ERO sob
condicdes de estresse. Em palmeiras, uma maior concentracdo de H>O: foi observada nas
plantas submetidas ao déficit hidrico em relagdo aos controles irrigados, sendo este aumento
coincidente aos aumentos no MDA (SILVA et al., 2016; BARBOSA et al., 2017; LOPES
FILHO et al., 2021). Neste trabalho, os aumentos nas concentracdes de H.O2 podem ter sido
decorrentes da maior taxa de fotorrespiracdo associada a perda de atividade da CAT observada
nas plantas sob déficit hidrico. Entéo, o H202 produzido nos peroxissomos por acéo da glicolato
oxidase ndo estaria sendo adequadamente eliminado pela CAT (MITTLER 2002). Uma outra
possibilidade que justifica 0 aumento na concentracdo de H2O- seria um descompasso entre a
producdo desse composto por acdo da SOD e sua adequada eliminacdo pela APX nos
cloroplastos. Esta possibilidade € suportada pelo aumento observado na atividade da SOD das
plantas sob déficit hidrico sem que tenha havido aumentos correspondentes na atividade da
APX. Portanto, a producdo de H>O> por acdo da SOD estaria suplantando a capacidade de

eliminacéo pela APX.
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Em termos comparativos, as duas cultivares de acai avaliadas neste trabalho revelaram
poucas diferencas nas atividades das enzimas antioxidantes sob condicdes de estresse. Em
relacdo ao controle, as duas cultivares demonstraram aumento na atividade da SOD, diminuicao
na atividade da CAT e manutencdo da atividade da APX. Esses resultados, associado ao
incremento nas concentragdes H-O> e MDA, reforcam o que foi proposto anteriormente sobre
sensibilidade da espécie ao estresse oxidativo mediado pelo déficit hidrico (BARBOSA et al.,
2017). Portanto, as duas cultivares comerciais de acai ndo diferem em termos de inducdo de
atividade de enzimas antioxidantes e, por essa razao, mostraram-se igualmente sensiveis ao
estresse oxidativo mediado pelo déficit hidrico.

A intensidade dos danos durante a imposicao do déficit hidrico observada neste trabalho
indicou que ambas as cultivares tiveram reduc6es na A e gs demonstrando que tanto a BRS-Para
guanto a BRS-Pai d’égua possuem sensibilidade ao déficit hidrico. No entanto, aumentos da
concentracdo subestomética de CO2 em ambas as cultivares também foram verificados
sugerindo que ocorreu aumento da respiragdo mitocondrial e fotorrespiragdo. As plantas sob
déficit hidrico das duas cultivares revelaram diminuicfes expressivas nas variaveis de
fluorescéncia da clorofila a, permitindo inferir que houve dano ao FSII com resultados mais
expressivos na BRS-Pai d’égua. Ademais, a reducdo de EiC se deu de maneira mais evidente
do que os danos ao FSII, nos levando a concluir que houve um desequilibrio entre as fases
fotoquimicas e bioquimicas da fotossintese em ambas as cultivares, porém os fotossistemas
continuam captando a energia luminosa para converter em energia quimica, s6 que de forma
mais lenta devido a menor atividade de carboxilacdo da Rubisco. Assim, como mecanismo de
defesa para a diminuicdo do estresse oxidativo, 0 aumento de ETR/A foi mais evidente nas
plantas de BRS-Par4, demonstrando maior capacidade de suprimir a sobrecarga na cadeia
transportadora de elétrons. Em contrapartida, 0 aumento nas concentracoes de aldeido mal6nico
foram maiores nas plantas de BRS-Para, e assim, estas plantas possuem maior sensibilidade ao
estresse oxidativo em condicGes de déficit hidrico. Portanto, os resultados obtidos mostram que
as cultivares sob déficit hidrico sdo sensiveis ao estresse, porém a cultivar BRS-Pai d’égua
revelou de forma mais eficiente seus mecanismos de defesa, sugerindo uma leve tolerancia ao

déficit hidrico em comparacdo com a cultivar BRS-Para.
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3.5 Concluséao

As plantas submetidas ao déficit hidrico de BRS-Para e BRS-Pai d’égua demonstraram
sensibilidade ao estresse em geral, com reducdes das variéveis fisioldgicas e bioquimicas de
maneira equivalente. No entanto, em se tratando de defesa antioxidante, a BRS-Pai d’égua
revelou menores danos ao estresse oxidativo do que a BRS-Para, demonstrando que seu sistema
de defesa foi mais eficiente. Logo, pode-se sugerir a BRS-Pai d’égua possa tolerar de forma

mais eficiente o déficit hidrico do que a BRS-Para.
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4, CONCLUSAO GERAL

Os dados obtidos durante a conducdo deste trabalho nos permitem concluir que as
cultivares de acaizeiro (BRS-Para e BRS-Pai dégua) sofreram reducbes na A devido a
limitacdes estométicas e ndo estomaéticas, demonstrando que ambas as espécies possuem
sensibilidade ao déficit hidrico.

A BRS-Pai dégua revelou menores danos ao estresse oxidativo do que a BRS-Para,
demonstrando que seu sistema de defesa foi mais eficiente. Logo, esta cultivar é capaz de tolerar

de maneira mais satisfatoria ao déficit hidrico que as plantas do BRS-Para.
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