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RESUMO: Defesas induzidas em plantas s3o respostas morfolgicas ou fisiolGgicas ativadas pela herbivoria
que conferem algum grau de resisténcia a ataques subseqiientes. Este estudo descreve modificagdes em Hymenaea
courbaril L. em resposta ao dano foliar artificial. Plantas jovens (n = 72) de seis plantas-mae foram distribuidas entre dois
grupos: dano artificial e controle. No primeiro par de folhas produzidas pelas plantas de cada grupo, apds o tratamento,
foram avaliados o nimero de estomatos, as espessuras do limbo e da nervura central foliares e as concentracdes de
nitrogénio e proteina. Foram também obtidas as biomassas relativas de raizes e da parte aérea e investigado se havia
relacdo entre o grau de desenvolvimento da planta e a intensidade das respostas induzidas pelo dano. Plantas jovens
submetidas ao dano apresentaram folhas com limbos mais espessos, o que pode ser considerado uma defesa induzida
porque provavelmente reduz a palatabilidade foliar. Esta modificacdo induzida esteve associada a um custo energético,
refletido na reducdo da taxa de crescimento da planta e na diminui¢do das dimensdes da nervura foliar central. Variagdes
na habilidade de cada planta responder ao tratamento efetuado indicam diferentes potenciais para a plasticidade fenotipica

entre os gendtipos estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Dano foliar artificial. Defesa induzida. Plasticidade fenotipica.

INTRODUCAO

A herbivoria pode provocar mudancas
morfolégicas e fisiolégicas em uma grande
variedade de plantas terrestres, exemplificando o
fendomeno da inducdo de respostas plasticas
(AGRAWAL, 1998). As respostas envolvidas na
defesa de plantas contra herbivoros, denominadas
defesas induzidas, sdo compreendidas como sendo
mecanismos através dos quais as plantas aumentam
seu fitness, dependendo de estimulos especificos
para serem ativados (KARBAN; MYERS, 1989).
Dentre os tipos de defesas induzidas ja descritos
estdio o aumento no ndmero de tricomas, que
impedem ou dificultam o acesso do inseto ao limbo
ou as nervuras foliares (WOODMAN;
FERNANDES, 1991; ABDALA-ROBERTS;
PARRA-TABLA, 2005), a produ¢gdo aumentada de
compostos quimicos téxicos (HUNTER;
SCHULTZ, 1993) e o investimento na dureza ou na
producdo de folhas (AGRAWAL, 2000; SANCHES
et al., 2005).

As respostas plasticas podem diferir entre
individuos de uma mesma populagao devido a
variabilidade = genotipica  das  caracteristicas
propriamente ditas ou ainda em decorréncia das
diferentes habilidades individuais na producdo de
ajustes as pressdes do ambiente (THOMPSON,
1994; VAN-DAM et al., 1999). Respostas induzidas
permitem que a planta reaja de forma rapida as

mudancas ambientais (DUDLEY; SCHMIT, 1996)
e, por causa disto, acredita-se que a defesa induzida
seja mais comum em plantas que sofrem
esporadicamente pressdes seletivas imprevisiveis de
herbivoros  (SCHLICHTING, 1986). Nestas
circunstancias, as defesas induzidas podem ser mais
efetivas em resposta a acdo de herbivoros e
patégenos do que as adaptacdes genéticas ao longo
das geracdes (KINGSOLVER, 1995).

A investigacdo de respostas induzidas por
herbivoria pode auxiliar a compreensdo dos
processos adaptativos de plantas, principalmente
daqueles com fungdes defensivas. Além disto,
também pode ter grande aplicabilidade na
agricultura, nos processos de melhoramento de
condig¢des de cultivos (GONCALVES et al., 2012,
OLIVEIRA et al., 2012).

O Cerrado ¢ um bioma com grande
complexidade vegetacional (MARES, 1986) e com
condi¢des ambientais bastante heterogéneas. Apesar
disso, poucos estudos sobre respostas induzidas
foram realizados em plantas deste bioma, pois a
maior parte das investigacdes sobre esse tema foi
conduzida em ambientes sob condicdes controladas
e com plantas anuais cultivadas (WOODMAN;
FERNANDES, 1991; TRAW; DAWSON, 2002).
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi o de
avaliar modificacdes morfoldgicas e fisioldgicas em
plantas jovens de Hymenaea courbaril L.
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(Fabaceae) em resposta ao dano foliar artificial,
simulador de herbivoria.

MATERIAL E METODOS

Planta Estudada. Hymenaea courbaril,
conhecida popularmente como jatobd, jatai, jatai-
amarelo, jatai-peba, jatai-vermelho, jitai, farinheira,
jataiba, buranda, imbidva, jatobd-miudo, jatoba da
caatinga, ocorre desde o sul do México até grande
parte da América do Sul, incluindo o Brasil e a
Bolivia. No Brasil, foi registrada nas regides norte e
sudeste. A arvore atinge, geralmente, 30-45 m de
altura com didmetro a altura do peito de até 2 m. O
sistema radicular é, geralmente, grande e superficial.
As folhas sdo pecioladas, bifoliadas e com
disposicdo alterna; os foliolos sdo subsésseis, com
disposicdo oposta; a lamina € lustrosa, glabra e
coridcea; a nervura central € proeminente e as
secunddrias sdo planas na face abaxial. O fruto é
uma vagem indeiscente, lenhosa, glabra, oblonga a
cilindrica, que mede 8-15 cm de comprimento
(MELO; MENDES, 2005). Sua madeira ¢
empregada na constru¢do civil, para acabamentos
internos e fabricacdo de méveis. Seus frutos contém
uma farinha comestivel e muito nutritiva,
consumida tanto pelo homem como pelos animais
silvestres. Possui propriedades medicinais e €&
indicada no tratamento de asma, blenorragia,
bronquite, célica e coqueluche (LORENZI, 2002).

Coleta, Cultivo e Caracterizaciao das Plantas

As sementes foram obtidas em agosto e
setembro de 2005 de seis plantas (plantas-mae) de
uma floresta estacional semidecidual, localizada na
bacia do rio Araguari, na por¢ao oeste do estado de
Minas Gerais, entre os municipios de Araguari,
Indianépolis e Uberlandia (18°42'S e 48°27'0).

Para a obtencdo de plantas jovens, as
sementes coletadas foram escarificadas e semeadas,
em novembro de 2009, em bandejas de poliestireno
expandido com 72 células, preenchidas com
Plantimax® e vermiculita super fina, na propor¢ao
de 1:1, e alocadas em estufa semi aberta. De cada
planta-mae foram consideradas 12 plantas jovens,
com o protéfilo (primeira folha da planta) e o
primeiro metafilo (primeiras folhas definitivas da
plantula) em inicio de desenvolvimento. Essas
plantulas foram distribuidas aleatoriamente entre
tratamento e controle, resultando em duas amostras
de 36 plantulas, correspondentes a seis plantulas de
cada planta-mde em cada amostra.

No inicio do experimento, as plantas jovens
foram mensuradas quanto a altura dos hipocétilos
(parte do caule da plantula situada entre o ponto de
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insercdo dos cotilédones e aquele em que tem inicio
a radicula) e dos epicétilos (parte do caule da planta
acima da insercao dos cotilédones). O comprimento
e a largura do protéfilo foram também aferidos com
uso de paquimetro digital. Estas medidas foram
obtidas para que fosse investigada, posteriormente
ao tratamento, a relacdo entre o grau de
desenvolvimento inicial da planta e a intensidade
das respostas induzidas pelo dano artificial.

Inducio de Respostas ao Dano Artificial

O experimento foi realizado de janeiro a
maio de 2009. No controle, as plantas ndo sofreram
nenhuma lesdo, enquanto no tratamento de dano
artificial, foram feitas nos protéfilos das plantas
jovens 12 lesdes imitando o dano por herbivoria,
perfazendo 16,2 cm® (cerca de 20% da érea foliar
total) com o auxilio de um perfurador de papel.
Além disto, estas plantas tiveram o primeiro
metafilo removido manualmente.

As respostas ao tratamento de dano artificial
foram verificadas nas primeiras folhas produzidas
ap6s a lesdo provocada artificialmente (i.e. no
segundo metifilo). No grupo controle, entretanto,
foram consideradas as folhas do primeiro metafilo.
Para possibilitar a comparacdo das varidveis
coletadas entre tratamento e controle, as folhas de
ambos os grupos foram colhidas para serem
analisadas apenas ao atingiram cerca de 5 cm’,
tamanho considerado suficiente para permitir as
andlises pretendidas. Uma transparéncia graduada
com pontos 0,5 cm equidistantes foi colocada sobre
as folhas e o nimero de pontos a ela sobrepostos foi
contado para a estimativa da area foliar. O tempo
necessdrio para que as folhas atingissem essa drea
determinada também foi verificado.

Nessas folhas também foram mensurados o
nimero de estdbmatos nas faces abaxial e adaxial e a
espessura foliar na borda do limbo e na nervura
central. O numero e a localizacdo dos estdmatos
foram aferidos utilizando a impressdao foliar da
epiderme feita a partir de um molde confeccionado
com o uso de esmalte incolor (Laboriau et al. 1961).
O molde foi elaborado tomando-se a regido mediana
do foliolo e o nimero médio de estomatos foi
calculado utilizando-se a contagem de trés campos
por folha. A espessura foliar foi avaliada por meio
de cortes transversais feitos & mao livre na nervura
central e na borda foliar (parte mais fina do limbo),
observados ao microscopio, utilizando-se também
paquimetro digital para as medicdes.

Foi também avaliada em cada planta jovem,
90 dias apds o inicio dos experimentos, a biomassa
relativa das raizes e da parte aérea. Para a andlise da
biomassa relativa, as plantas foram retiradas das
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bandejas de germinagdo, lavadas e tiveram suas
raizes e parte aérea separadas. Ambas as partes
foram pesadas em balancga analitica antes e apds sua
secagem em estufa, a 70°C, por 24 horas. Nas
amostras secas da parte aérea, as folhas e o caule
foram separados para pesagem. A biomassa relativa
foi obtida dividindo-se o valor das biomassas das
raizes e partes aéreas pela biomassa total da planta.

Respostas fisiologicas foram avaliadas por
meio das concentracdes de nitrogénio e proteina
total foliares, feitas no Laboratério de Nutricao
Animal da UFU, segundo a metodologia de Kjeldahl
(CBAA, 2009), que consiste na digestdo da amostra
com &cido sulfdrico concentrado em presenca de
catalizador e posterior destilacdo em meio alcalino e
titulacdo em 4cido padronizado.

Analise Estatistica

Todas as  varidveis obtidas foram
comparadas entre tratamentos e genoétipos (plantas-
mae), utilizando-se a ANOVA para dois fatores,
com excecdo do nimero médio de estdmatos na face
adaxial, que ndo apresentou homoscedasticidade nas
amostras. Para esta varidvel, comparacdes entre
tratamento e controle e entre genotipos, foram feitos
respectivamente com o uso dos testes de Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis. Foram realizadas
correlagdes entre as medidas tomadas inicialmente
nas plantas jovens (comprimento do hipocétilo e
epicétilo e comprimento e largura do protéfilo) e as
varidveis obtidas nas plantas apds o tratamento de
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dano artificial, utilizando-se o teste de correlacdo de
Pearson e efetuando-se a corre¢do de Bonferroni no
célculo das probabilidades. Comparacdes multiplas
foram realizadas com uso do teste de Tukey (ZAR,
1984).

RESULTADOS

Respostas Morfologicas ao Tratamento de
Induciao

O tempo necessdrio para que as folhas
atingissem 5 cm” diferiu entre as plantas do controle
(cerca de 45 dias) e do tratamento de dano artificial
(cerca de 60 dias). Todas as plantas do controle (n =
36) tiveram folhas produzidas, mas, no tratamento
de dano artificial, apenas oito plantas jovens de
quatro plantas-mde apresentaram o segundo
metafilo (n = 8) apds 60 dias. Por causa disto,
somente foram consideradas no controle as 24
plantas jovens advindas destas quatro plantas mae
para a andlise das respostas plasticas.

As plantas das diferentes plantas-mae
(gendtipos) nao apresentaram diferencas
significativas no ndmero de estdmatos na face
abaxial (F =2,268; P = 0,106; n¢onrole = 24 € Niratamento
= 8), nem houve diferencas entre tratamentos (F =
2,915; P = 0,101). Porém, houve significativa
interacdo entre esses dois fatores (F = 3,034; P =
0,049), mostrando que cada gendtipo teve um
comportamento distinto em resposta ao dano
provocado artificialmente (Figura 1).

T

C

Figura 1. Norma de reacdo do nimero médio de estdmatos na face abaxial de folhas de plantas jovens dos
diferentes genotipos de Hymenaea courbaril no controle (C) e no tratamento de dano artificial (T).

O nimero médio de estobmatos na face
adaxial também ndo diferiu entre tratamentos (U =
133,000; P = 0,738; Neontrole = 24 € Nigatamento = 8), NEM
entre as plantas nos diferentes genétipos de plantas-

mae (H = 5,688; P = 0,338). O grupo submetido ao
dano artificial apresentou maior variagdo no nimero
médio de estdmatos na face abaxial do que o grupo
controle (F =4, 085; P =0,792) (Figura 2).
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As espessuras da nervura central foliar e da
borda do limbo diferiram entre os tratamentos (F =
27,421; P < 0,001 e F = 20,236; p < 0,001,
respectivamente; Neopgole = 24 € Nyaamento = 8), porém,
nio houve diferenca entre os gendtipos (F = 0,409;
P =0,748 e F = 0,614; P = 0,613, respectivamente),
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nem interacdo entre esses fatores (F = 2,060; p =
0,132 e F = 0,340; p = 0,797 respectivamente).
Deste modo, plantas que receberam o tratamento de
dano artificial apresentaram folhas com nervuras
centrais de menor didmetro, mas com limbos mais
espessos (Figura 2).

0.7

0.6

05 - -
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0.0

Espessura da nervura foliar (mm)

Figura 2. Numero médio (+ erro padrdo) de estdmatos na face adaxial, espessuras da borda do limbo e da
nervura central foliar de plantas jovens de Hymenaea courbaril no controle (C) e no tratamento de

dano artificial (T).

As biomassas relativas umidas e secas de
raiz e da parte aérea ndo diferiram entre os
tratamentos (F = 2,422; P = 0,125 para raiz imida, F
= 0,106; P = 0,746 para parte aérea Uimida, F =
1,169; P = 0,284 para raiz seca e F = 1,847; P =
0,180 para folhas secas e F = 3,651 e P = 0,061 para
caule seco; Neonrole = 35 € Nyragamento = 32 para todas as
variaveis) (Figura 3).

As biomassas da raiz imida (F = 5,555; P <
0,001), parte aérea imida (F = 14, 825; P < 0,001),
raiz seca (F = 3,380; P = 0,010) e folha seca (F =
2,987; P = 0,019) diferiram significativamente entre
0s gendtipos (Neontrole = 39 € Nyparamento = 32 para todas
as varidveis). A figura 4 mostra o resultado das
comparacdes multiplas feitas com uso de teste de
Tukey, indicando ndo haver padrio similar de
variagdo para as diferentes biomassas analisadas.
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Apenas a biomassa do caule seco ndo apresentou 2,038; P =0,087).

diferencas significativas entre os genétipos (F =
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Figura 3. Biomassas relativas timidas (+ erro padrdo) de raizes e partes aéreas e biomassas relativas secas (+
erro padrdo) de raizes, folhas e caules de plantas jovens de Hymenaea courbaril no controle (C) e no

tratamento de dano artificial (T).
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Figura 4. Biomassas relativas umidas (+ erro padrdo) de raiz e parte aérea e biomassas secas (+ erro padrdo) de
raiz e folha de plantas jovens de Hymenaea courbaril nos diferentes gendtipos. Barras marcadas
com letras iguais nao diferem estatisticamente (p > 0,05) de acordo com o teste de comparagdes

multiplas de Tukey.
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Respostas Fisioldgicas ao Tratamento de Inducao

Nao foram detectadas diferencas nas
concentracdes de nitrogénio e proteina total foliares
entre os tratamentos (F = 4,091; P = 0,052 ¢ F =
4,122; P = 0,051, respectivamente; Neonpole = 36 €
Ngagamene = 11); porém, estas diferiram entre os
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gendétipos (F = 20,390; P < 0,001 e F = 20,504; P <
0,001, respectivamente). A significativa interagdo
entre esses fatores (F = 27,104; P < 0,001 ¢ F =
27,273; P < 0,001, respectivamente), indicou
resposta diferenciada das plantas jovens ao
tratamento efetuado (Figura 5).

08 T T T T

Concentragho de nitroginio (%)

Gentlipos | [ antas-mie)

Concentragho de proteina (%)

Gandips (planas-mia)

Figura 5. Concentragdes (+ erro padrdo) de nitrogénio e proteinas nas folhas dos diferentes gendtipos de
Hymenaea courbaril no controle (C) e no tratamento de dano artificial (T).

Correlacdes entre as medidas dos
comprimentos do hipocétilo, epicétilo e largura e
comprimento do protéfilo das plantas jovens com as
varidveis analisadas apds o tratamento nio foram
significativas (todas com P > 0.05), indicando que o
tamanho ou grau de desenvolvimento inicial da
planta jovem ndo se correlacionou com a
intensidade da resposta ao tratamento.

DISCUSSAO

Custos do dano artificial foram notados em
Hymenaea courbaril, pois plantas submetidas ao
tratamento levaram mais tempo para produzir folhas
com 5 cm® de 4rea ou nem chegaram a produzi-las.
Além disto, ocorreu alteracdo na estruturacio
morfo-anatomica das folhas, uma vez que as plantas
submetidas ao dano apresentaram folhas com

nervura central mais estreitas e limbos foliares mais
espessos. O investimento na dureza da folha pode
dificultar a acdo de herbivoros ou reduzir seu
interesse por estas estruturas, constituindo-se assim
num tipo de resisténcia induzida (KARBAN;
MYERS, 1989; AGRAWAL, 2000).

Segundo Sanches et al. (2005), o aumento
da espessura foliar estd diretamente relacionado a
maior quantidade de carbono, que pode ser
transformado em compostos para proteger as folhas
do ataques dos herbivoros. Por outro lado, Kohi et
al. (2010) verificaram que plantas Colophospermum
mopane  submetidas 2  herbivoria artificial
apresentavam nervuras foliares com didmetros
menores, porém produziram folhas com maiores
concentracdes de taninos.

A reducdo do didmetro da nervura foliar
pode ter sido uma forma de compensagao (trade-off)
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ao maior investimento na dureza do limbo da folha.
Como a nervura foliar principal contém os vasos
condutores da planta (xilema e floema), a reducdo
no seu didmetro pode ter implicagdes negativas
sobre os processos de trocas gasosas € taxas
fotossintéticas (DUSSOURD; EISNER, 1987,
DELANEY; HIGLEY, 2006), o que também sugere
a ocorréncia de custos adicionais para as
modificacdes no limbo foliar.

A ideia de que a planta realiza importantes
ajustes na sua fisiologia e/ou morfologia em
resposta ao dano provocado € também corroborada
pelo fato da maioria das plantas submetidas ao
tratamento terem demandado mais tempo para
desenvolver o segundo metédfilo. O atraso na
producdo destas folhas pode gerar consequéncias
negativas para a plantula que ainda se encontra em
fase de crescimento, dada a reducdo nas taxas de
fotossintese.

Embora ndo tenham sido encontradas
diferencas significativas no nimero de estdmatos
entre controle e tratamento de dano artificial, as
andlises indicaram um componente genético de
variacdo no nimero de estdmatos da face abaxial,
considerando as distintas respostas nos genotipos
das plantas-méde ao tratamento de indu¢do por dano
artificial.

Apesar da alocacdo de biomassa ndo ter
diferido entre o controle e o tratamento de dano
artificial, outros trabalhos ja haviam verificado
respostas plasticas induzidas pelo dano para essa
caracteristica. ~ Agrawal  (2000), em  seus
experimentos com Lepidium virginicum descreveu a
redugdo na biomassa da raiz e aumento na biomassa
da parte aérea quando em alta densidade de cultivo,
suspeitando que mudancas na alocagdo de biomassa
em resposta ao dano podem ser mais facilmente
detectadas em ambientes com maior competi¢do por
luz e nutrientes.

As alteracdoes morfoldgicas descritas nao
foram acompanhadas por respostas fisioldgicas nas
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varidveis analisadas, visto que as concentragdes de
nitrogénio e proteina total ndo foram afetadas pelo
dano artificial. Traw e Dawson (2002) em seu
trabalho com Brassica nigra, apés o dano, também
ndo obtiveram respostas com relagdo ao aumento da
concentracdo de nitrogénio. Apesar disto, como
ocorrido com o numero de estdmatos, foram
detectadas diferentes intensidades de respostas ao
dano em decorréncia das diferentes formas de
interacdo dos componentes genéticos com OS
tratamentos efetuados. Por outro lado, Karban e
Baldwin (1997) notaram que a concentragdo de
nitrogénio foliar diminuiu apds o ataque de
herbivoros, podendo ser um traco de resisténcia
induzida. Slansky e Feeny (1977) e Mattson (1980)
também relataram ser o nitrogénio um fator
limitante ao crescimento de herbivoros.

CONCLUSOES

Modificagdes morfoldgicas nas folhas de
Hymenaea coubaril podem ocorrer como uma
resposta induzida a herbivoria, possivelmente
acarretando reducdo da palatabilidade das folhas.

A plasticidade observada ao tratamento de
dano artificial esteve associada a um custo
energético, refletido na redugcdo da taxa de
crescimento da planta jovem e na reducdo das
dimensdes da nervura foliar principal. Também
foram detectadas variagdes na habilidade de cada
planta jovem responder ao tratamento efetuado, o
que indica variabilidade na capacidade plastica dos
diferentes genotipos.
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ABSTRACT: Induced plant defenses are morphological or physiological responses activated through herbivory
that confer some degree of resistance to subsequent attacks. This study describes modifications in young plants of
Hymenaea courbaril L. in response to artificial leaf damage. Young plants (n = 72) from six mother-plants were

distributed among two groups: control and artificial damage. In the first pair of leaves produced by the plants in each
group after the treatment, we assessed the number of stomata, the leaf lamina and the leaf midrib thickness and the
concentrations of nitrogen and protein. We also evaluated the relative biomass of the young plants roots and shoots and
investigated whether there was any relationship between the young plant degree of development and the intensity of the
induced responses. The plants subjected to damage showed a thicker leaf lamina, that may be considered an induced
response due to the leaf palatability probably reduction. This induced modification was associated with an energetic cost,
indicated by the reduction of the young plants growth rate and by the decreased of the leaf midrib dimensions. Variability
among young plants on the ability to respond to the treatment indicates different phenotypic plasticity potential among the
studied genotypes.
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