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RESUMO 

 

A prática de rustificação induz modificações em diferentes tecidos e para o 

enfrentamento de condições de déficit hídrico. Nesse processo a planta modifica 

sua resposta moleculares propiciando proteção as alterações ambientais. 

Objetivou-se com esse trabalho analisar respostas fisiológicas e moleculares do 

eucalipto urograndis na rustificação e comparar a resposta das mudas ao estresse 

hídrico. A rustificação foi realizada no período de 30 dias e parâmetros 

fisiológicos e moleculares foram analisados bem como no experimento de estresse 

hídrico que durou 14 dias. Durante a rustificação, o potencial hídrico foliar (Ψw) 

diminuiu com média entre os potenciais mínimo e máximo dos tratamentos de -

0,23 MPa no primeiro dia para -0,48 MPa no último. Mudas apresentaram 

diferenças significativas (p<0,001) entre os tratamentos para clorofila total com 

as não rustificadas obtendo quantidade superiores. a Fotossíntese (A), carbono 

intercelular (Ci) e condutância estomática (gs) variou significativamente entre os 

tratamentos (p<0,05). Nos aspectos moleculares, as enzimas SOD, CAT e 

MDHAR aumentaram a atividade indicando aumento de espécies reativas de 

oxigênio (EROs). Nas análises anatômicas do parênquima radial externo ao 

xilema verificou-se acúmulo de células coradas com lugol nas mudas em 

rustificação. Mudas rustificadas e não rustificadas quando submetidas ao déficit 

hídrico apresentaram resposta diferenciada quanto a fotossíntese (A), condutância 

estomática (gs), transpiração (E) e carbono intercelular (Ci). Mudas não 

rustificadas apresentaram maior porcentagem em murcha ao longo dos 14 dias, 

atingindo 100% sendo desses 56% em ponto de murcha aparente e 44% em 

murcha permanente, enquanto que as mudas rustificadas apresentaram 62% em 

murcha, dos quais 42% em murcha aparente e 20% em murcha permanente e 38% 

sem sintoma de murcha. Conclui-se que a rustificação altera as respostas 

fisiológicas e moleculares das mudas e essas modificações estão associadas com 

a resposta positiva das mudas aclimatadas a condições de estresse impostas pelo 

déficit hídrico.  

 

Palavras-chave: Rustificação, urograndis, Silvicultura 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

Abstract 

 

Hardening is important due it induces modifications in different tissues and 

consequently to the confrontation of water deficit. During this process plant 

modifies responses at molecular and physiological levels. The objective of this 

work was to analyze the physiological and molecular responses of eucalipt 

urograndis submitted to hardening and compare the responses of hardened and 

non-hardened seedlings subjected to water stress. The hardening was carried out 

in the period of 31 days. Physiological and molecular parameters were analyzed, 

during hardening and water stress experiment which as carried out after seedling 

hardening and lasted 14 days. During hardening it was observed that leaf water 

potential (Ψw) decreased with mean between the minimum and maximum 

potentials ranging from -0.23 MPa on the first day to -0.48 MPa in the latter. It 

was observed significant differences (p <0.001) among the treatments for total 

chlorophyll where non-hardened seedlings showed higher chlorophyll content. 

Photosynthesis (Ft), internal carbon (Ci) and stomatal conductance (Gs) showed 

significant differences between treatments (p <0.05). Increase in the activity of 

the enzimes SOD, CAT e MDHAR was observed indicating an increase in the 

leaves of reactive oxigen species (ROS). In the anatomical analyzes of the radial 

parenchyma external to the xylem, it is possible to verify an increase in the number 

of cells stained with lugol in seedlings during hardening. Hardened seedlings and 

non-hardened when submitted to water deficit showed a different response to 

photosynthesis and stomatal conductance. Non-hardened seedlings presented a 

higher percentage of seedlings showing wilting symptoms at 14 days (100%) of 

which 69% presented apparent wilting and 31% of permanent wilting. Hardened 

seedlings presented 20% without wilting, 52% of apparent wilting and 28% of 

permanent wilting. It is concluded that hardening changes the physiological and 

molecular responses of the seedlings and these modifications are associated with 

the positive response of the acclimated seedlings to stress conditions imposed by 

the water deficit.  

 

Keywords: Hardening, urograndis, Silviculture 
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CAPÍTULO 1: 

RESUMO 

 

A manutenção do equilíbrio osmótico e das funções fisiológicas normais das 

plantas são processos que dependem diretamente do ambiente no qual ela se 

encontra. Por constituir-se num dos principais agentes causadores da mortalidade 

em plantio florestal o estresse causado pela seca, que pode ser ocasionado por 

veranico é uma das principais causas da mortalidade de mudas após o plantio. Para 

o melhor desenvolvimento das mudas pós plantio e também para o enfrentamento 

de déficit hídrico a produção de mudas florestais conta com a prática de 

rustificação. Essa técnica usa do manejo de recursos ambientais como aumento da 

radiação solar e redução gradativa de irrigação bem como o uso da fertilização 

por KCl. A rustificação baseia-se na capacidade das plantas de acionar 

mecanismos de resposta a estímulos ambientais que podem estar inativos ou 

latentes e respondem quando as plantas são expostas aos agentes de indução. 

Pretendeu-se nesse trabalho abordar algumas práticas de produção de mudas de 

espécies florestais bem como revisar mecanismos fisiológicos e moleculares que 

podem ser acionados com alterações ambientais, em específico o estresse hídrico 

correlacionando esse com a prática de rustificação. Espera-se que a pesquisa possa 

prover subsídios ao fomento de novos estudos.   

 

Palavras-chave: Rustificação, urograndis, Déficit hídrico 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 

ABSTRACT 

 

Maintenance the osmotic equilibrium and normal physiological functions of 

plants are processes that depend directly on the environment in which they are 

found. Because it is one of the main agents that causes mortality in forest 

plantations, the stress caused by drought, which can be caused by water shortage 

after planting, is one of the main causes of seedling mortality. For the better 

development an increased response of seedlings after planting to water deficit, 

nursery uses the practice of hardening. This technique uses the management of 

environmental resources such as the increase in solar radiation, gradual reduction 

of irrigation and KCl fertilization. This practice uses the ability of plants to 

activate protection mechanisms in response to environmental stimuli which may 

be inactive or latent and can be triggered when plants are exposed to induction 

agents. The aim of this work was to discuss some practices of forest seedling 

production as well as to review physiological and molecular mechanisms induced 

by environmental changes, in particular the water stress and its correlation with 

the practice of hardening. It is hoped that the research may provide subsidies for 

the promotion of new studies. 

 

Key words: Hardening, urograndis, Water deficit 
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INTRODUÇÃO GERAL  

 

O gênero Eucalyptus é um dos mais plantados no mundo devido a 

qualidade e a versatilidade da aplicação da sua madeira podendo ser usada para 

diversos fins como produção de papel e celulose, carvão e produtos de madeira 

sólida. Esse gênero é caracterizado pela alta taxa de crescimento, ocupando uma 

área de plantio muito extensa, estimada em aproximadamente 5,6 milhões de 

hectares no Brasil como destaque em área plantada, Minas Gerais (24%), São 

Paulo (17%) e Mato Grosso do Sul (15%) (IBÁ, 2016). Os benefícios gerados 

pelos plantios, no Brasil, não estão reservados apenas ao âmbito econômico, 

estima-se que a área plantada é responsável pelo sequestro de 1,7 bilhões de 

toneladas de dióxido de carbono (IBÁ, 2016).  

Assim como em todas as espécies arbóreas a disponibilidade de água é 

impactante para o desenvolvimento e para a produtividade do eucalipto. Dessa 

forma,  o conhecimento dos mecanismos de combate ao estresse hídrico através 

das vias metabólicas faz se necessário. Condições ambientais adversas como  seca 

podem ser responsáveis por uma série de alterações de caráter fisiológico, 

morfológico e/ou anatômico. É sabido que em estresse hídrico moderado as 

plantas possuem a tendência em diminuir  o potencial hídrico foliar, obter ajuste 

osmótico além de aumentar as ramificações radiculares tanto em número quanto 

em comprimento. Essas modificações, podem resultar na obtenção de maior 

eficiência na utilização do recurso hídrico pela planta (AKHTAR et al. 2013; 

BHARGAVA et. al, 2013; VALDÉS et al., 2013).  

Com a finalidade de induzir a manifestação de efeitos resultantes das 

alterações fisiológicas que podem ser benéficos para as mudas em caso de déficit 

hídrico após o plantio, viveiros de mudas florestais realizam um processo de 

aclimatação específico, chamado de rustificação. Esse processo consiste na 
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alteração do regime de rega e fertilização, especificamente de ajustes em ajustes 

de nitrogênio e potássio. Essas alterações otimizam o processo de abertura e 

fechamento estomático, devido ao fato de que o íon K+ pode alterar a forma física 

da molécula de algumas enzimas, expondo seu sitio ativo, além de neutralizar 

vários ânions e outros compostos, ajudando a manter a estabilização do pH 

intracelular e o ajuste osmótico (BATTIE-LACLAU et al., 2013, SILVEIRA e 

MALAVOLTA, 2000).  

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A silvicultura apresenta técnicas que buscam a elevada sobrevivência de 

mudas transplantadas. Tendo em vista que a mortalidade logo após o plantio é 

frequentemente associada à hidratação inadequada das mudas. As mudas 

comumente são condicionadas para enfrentar a seca que eventualmente, podem 

vir a sofrer após o transplante. Dessa forma, as mudas são expostas a condições 

de seca controlada no viveiro. As práticas aplicadas nos viveiros com essa 

finalidade consistem na redução gradativa do regime de irrigação e modificações 

na relação N/K nas adubações de cobertura. Esse condicionamento é chamado de 

rustificação e essa prática induz modificações fisiológicas, anatômicas e 

moleculares garantindo às mudas características desejadas para prolongar a sua 

sobrevivência ao déficit hídrico quando em comparação a mudas que não 

passaram pela rustificação.  

As mudas sob rustificação enfrentam um estresse controlado tendendo a 

ter um desvio significativo das condições ótimas, podendo induzir mudanças e 

respostas metabólicas, reversíveis ou permanentes, em níveis fisiológicos e 

moleculares. As plantas, ao longo de sua vida, estão sujeitas a condições múltiplas 

de estresses que podem limitar seu desenvolvimento e diminuir as chances de 
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sobrevivência, uma dessas condições é o estresse hídrico que pode ocorrer por 

conta da falta ou do excesso de água. O gênero Eucalyptus apresenta diferentes 

níveis de tolerância ao estresse hídrico, o que está diretamente associado às 

características genéticas de cada espécie. Em geral, as espécies de eucalipto 

quando estão em condições de estresse hídrico possuem a tendência de reduzir a 

biomassa da planta, aumentar a relação raiz/parte aérea, aumentar a resistência 

estomática resultando na redução da transpiração e fotossíntese líquida (SHARP 

et al., 2004; SUSILUOTO e BERNINGER, 2007). O comportamento de plantas 

submetidas à rustificação difere de espécie para espécie conferindo geralmente 

alterações fisiológicas como diminuição nas taxas de transpiração, fotossíntese, 

potencial hídrico foliar além de mudanças morfológicas como aumento da 

lignificação do caule e da relação raiz/parte aérea (TODOROVA et al., 2016; 

DRANSKI et al., 2013; HUANG et al., 2013).   

Tendo em vista a importância dessa técnica objetivou-se com esse 

trabalho analisar modificações fisiológicas e moleculares durante a rustificação 

e comparar mudas rustificadas e não rustificadas submetidas ao estresse hídrico. 

Além disso, pretendeu-se avaliar os efeitos do processo de rustificação nas 

alterações de deposição de amido no parênquima do xilema em clones de 

eucalipto, além de revisar as estratégias durante a fase do estresse hídrico, 

correlacionando a condição de ausência de estresse e elucidando mecanismos 

moleculares de reparo a danos causados em decorrência do estresse hídrico ao 

longo do tempo. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 A influência do potássio (K+) no controle osmótico 

 

 A fertilização com potássio (K+) pode ter como resultado alterações 

fisiológicas eficientes na tolerância ao estresse hídrico e por esse motivo, essa 

prática pode ser considerada de grande importância na produção de mudas 

florestais. O ajuste osmótico pode ser influenciado conforme aumenta a 

concentração de K+ foliar (CAKMAK, 2005). Essa alteração também possui 

influência direta no controle da abertura e fechamento estomático e na proteção 

contra danos causado pelo estresse oxidativo (WANG et al., 2013). 

 Quando comparado com outros nutrientes o K+ ainda possui influência 

direta no crescimento das mudas. BATTIE-LACLAU, et al., 2014 observaram 

ganho em biomassa de 52% maior, quando comparado com mudas de Eucalyptus 

grandis supridas por sódio. Outro importante fator observado pelos autores foi o 

aumento do turgor foliar durante períodos de seca pelo incremento do ajuste 

osmótico. O aumento da concentração desse íon contribui para a diminuição do 

potencial osmótico nas folhas e consequentemente para o aumento do turgor 

(BATTIE-LACLAU et al., 2013).  

 No controle da abertura e fechamento estomático alguns fatores ocorrem 

em conjunto com o aumento da concentração do K+ proporcionando maior 

eficiência nesses processos. Por exemplo há a interação desse íon com canais 

iônicos tornando-o mais permeável a membranas celulares, permitindo maior 

eficiência na difusão entre as células. Em momentos de efluxo de K+, a interação 

entre o malato e a quebra do amido, proveniente do mesófilo pode favorecer a 

diminuição do potencial osmótico e influenciar na abertura estomática 

(AZOULAY-SHEMER, et al., 2016; PRASCH et al., 2015). 
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Fatores hormonais também influenciam na saída de potássio das células 

estomáticas. É sabido que com o estimulo inicial ao estresse é transmitido para as 

células via sinalização química entre receptores celulares e síntese de ácido 

abscísico (ABA). O fitohormônio media o aumento da concentração de cálcio no 

citosol o qual estimula o efluxo de potássio, aumentando o potencial hídrico 

(Sridha e Wu 2006). Outra influencia hormonal pode ser observada na diferença 

de concentração de auxina. Daszkowska-Golec e Szarejko, 2013, observaram que 

baixas concentrações de auxina induziram o influxo de potássio nas células guarda 

enquanto o aumento da concentração desse fitohormônio proporcionou o efluxo. 

 

2.2 Características do híbrido urograndis e mudanças climáticas  

 

O Estado do Espirito Santo foi o pioneiro no plantio do híbrido urograndis 

(Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis) que ocorreu em meados de 1979. 

Porém, o híbrido veio a se destacar economicamente somente na década de 90 

impulsionando o ritmo de crescimento florestal e aumentando a qualidade das 

florestas plantadas (LOPES, 2008). A melhoria desse híbrido deve-se ao excelente 

comportamento em viveiro, destacando-se o enraizamento. E no campo apresenta 

características de resistência à patógenos como o fungo Puccina psiidi, causador 

da ferrugem (TEIXEIRA et al., 2009; FREEMAN et al., 2008; CARVALHO et 

al., 1998). O híbrido possui ainda a vantagem de ter a madeira com maior 

densidade do que as espécies que o originou, sendo um dos clones mais plantados 

no país. Além disso, o mesmo possui as características comerciais desejadas das 

duas espécies que são o bom crescimento da planta, característico do Eucalyptus 

grandis e aumento na densidade da madeira proporcionado pelo Eucalyptus 

urophylla (MURO, 2000).   
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Tendo em vista o aumento de áreas plantadas onde as condições 

climáticas não são favoráveis para o ótimo desenvolvimento da cultura (IBÁ, 

2016) além das alterações ambientais, faz-se cada vez mais necessário o estudo 

das respostas e mecanismos que as plantas possuem para suportar as alterações 

ambientais. A elevação na temperatura aumenta a capacidade do ar em reter vapor 

d’água e, consequentemente, há maior demanda hídrica. Em resposta a essas 

alterações, os ecossistemas de vegetais poderão aumentar a sua biodiversidade ou 

sofrer influências negativas, pois acredita-se que com a elevação das temperaturas 

milhares de espécies estarão ameaçadas de extinção até o ano de 2050 (SALATI 

et al., 2004; THOMAS et al., 2004). A rustificação por induzir modificações que 

garantem certo grau de tolerância ao estresse hídrico é uma ferramenta importante 

para o enfrentamento de veranicos que podem causar estresse hídrico moderado a 

severo após o plantio. Sendo assim, faz se necessário o estudo das alterações que 

essa prática induz, tanto durante a rustificação, quanto no decorrer do estresse 

hídrico. 

 

2.3 Tolerância ao déficit hídrico 

 

As plantas estão expostas a vários fatores de estresse ambiental 

comumente referidos como "estresses abióticos". Este termo inclui, por exemplo, 

seca, salinidade, temperaturas extremas e hipóxia. O estresse hídrico é um dos que 

apresenta maior risco à vida das plantas, afetando processos como fotossíntese, 

respiração, metabolismo de carboidratos, absorção de íons, os quais são cruciais 

para a sobrevivência do indivíduo (ANGELOCCI, 2002). 

As plantas adquirem tolerância ao estresse, alterando o metabolismo 

interno e a expressão gênica. Em alguns casos, as plantas podem adquirir 

capacidade de responder melhor a situações ambientais críticas (PATHAN et al., 
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2004). O ajuste à limitação de água pode ocorrer por rustificação, o que as tornam 

mais resistentes e produtivas em condições adversas. Alterações na biomassa da 

planta, aumento da relação raiz/parte aérea, aumento do controle estomático, 

resultando em alterações na taxa de transpiração e fotossíntese líquida podem ser 

algumas das respostas morfo fisiológicas mais comumente observadas ao estresse 

hídrico controlado em plantas (SHARP et al., 2004; SUSILUOTO e 

BERNINGER, 2007). 

  Um alto grau de tolerância ao estresse hídrico também pode ser conferido 

por características anatômicas constitutivas que são estáveis em plantas superiores 

e, portanto, podem atuar como indicadores (KULKARNI et al., 2008; 

RHIZOPOULOU e PSARAS, 2003). Para uma compreensão abrangente dos 

mecanismos de tolerância a estresse hídrico em plantas, aspectos da fisiologia e 

bioquímica celular devem ser investigados em combinação com as características 

morfoanatômicas, a fim de evidenciar as interações que levam a resistência à seca.  

Em condições de déficit hídrico, a raiz reduz a absorção de água do solo 

(MORONI et al., 2003) em seguida pode ocorrer o fechamento dos estômatos pela 

regulamentação do ácido abscísico (ABA). Como resultado evidencia-se a 

diminuição da assimilação de CO2 (PEUKE et al., 2002.; PINHEIRO et al., 2010). 

Além disso, com a presença de menor quantidade de água, o rendimento quântico 

do PSII pode ser reduzido (YADOLLAHI et al., 2011; CHA-HUM et al., 2010). 

Vários osmoprotetores como carboidratos, prolina, glicina betaína, e quercitol, 

são biosintetizados e acumulados durante o déficit hídrico ajudando na regulação 

da homeostase celular e no provável aumento da tolerância ao déficit hídrico 

(WARREN et al., 2002). 
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2.4 Efeitos da rustificação na tolerância ao déficit hídrico de mudas 

 

A prática da rustificação é caracterizada como sendo um processo no qual 

há indução de resistência nas plantas ao estresse, sendo então considerada como 

uma adaptação que pode ser induzida ou aprimorada durante o desenvolvimento 

das mesmas (XOCONOSTLE-CÁZARES et al., 2010). As plantas jovens 

possuem metabolismo acelerado sendo mais aptas ao desenvolvimento de tecidos 

e mecanismos que conferem resistência à seca, sendo assim,  a fase de plântula é 

ideal para serem condicionadas por meio da rustificação ( XU, 1989). 

A produção de mudas de boa qualidade está diretamente relacionada com 

a fertilização e o regime de irrigação. Na fase final da produção de mudas, o 

manejo desses recursos deve ser efetuado no sentido causar um estresse 

controlado, e dessa forma, condicionar a planta às condições de plantio. A 

finalidade da rustificação é reduzir a mortalidade das mudas após o plantio, tendo-

se em vista que nem sempre é possível manter o nível de hidratação adequado 

(HUANG et al., 2013; THOMAS, 2009; COOPMAN et al., 2008).   

A rustificação ou “endurecimento” geralmente é efetuado por 

aproximadamente 15 dias, antes do plantio. Na rustificação, a adubação com 

nitrogênio é suspensa e inicia-se um regime de fertilização rica em potássio. 

Aliado a isso, a irrigação é diminuída e o espaço entre as mudas, em pleno sol, é 

aumentado. Com isso a planta passa a responder a maior incidência de raios 

solares bem como ao aumento da camada limítrofe (camada de ar que influencia 

diretamente nas trocas gasosas entre a folha e a atmosfera), aumentando a cutícula 

na folha e consequentemente se adaptando as condições de diminuição da 

irrigação, gradativamente impostas. Sendo assim, essas modificações garantem 

um aumento da sobrevivência das mudas e consequentemente, a capacidade de 
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estabelecimento das mudas no campo sob condições adversas. (HUANG et al., 

2013; ANGELOCCI, 2002). 

A maior tolerância ao estresse está associada a alterações fisiológicas e 

morfoanatômicas induzidas em mudas que passaram pela rustificação. Durante 

esse processo a fertilização rica em potássio, otimiza o processo de abertura e 

fechamento estomático. Isso porque o íon K+ pode alterar a forma física da 

molécula de algumas enzimas, expondo seu sitio ativo, além de neutralizar vários 

ânions e outros compostos, ajudando a manter a estabilização do pH intracelular. 

Dessa maneira, a muda tem condição de aperfeiçoar o processo de retenção de 

água auxiliando na manutenção do turgor celular e na captação de CO2 (BATTIE-

LACLAU et al., 2013; SILVEIRA e MALAVOLTA, 2000).  A nível molecular 

esse íon atua na ativação enzimática, agindo na rota de pelo menos 60 diferentes 

enzimas envolvidas no crescimento das plantas (DIBB et al., 1998).  

Com o aumento do controle estomático e da consequente retenção de 

água, a planta pode encontrar condições apropriadas ao desenvolvimento mesmo 

em ambientes menos favoráveis, assim como ocorre em condição de baixo recurso 

hídrico. A regulação estomática é feita de acordo com as alterações atmosféricas 

e hídricas. Sendo assim, a condutância estomática representa uma resposta da 

planta à fatores ambientais, afetando diretamente a taxa de fotossíntese e a 

transpiração. Algumas espécies arbóreas, no início do déficit hídrico possuem a 

tendência em reduzir a perda de água pelo fechamento dos estômatos, e, dessa 

forma, podem melhorar o balanço entre os fotoassimilados e a quantidade de água 

usada nas atividades fisiológicas. Entretanto, devido a esse comportamento, 

ocorre diminuição da taxa fotossintética, uma vez que o aporte de CO2 é diminuído 

(HUANG et al., 2013; ANGELOCCI, 2002). 

Por outro lado, durante a rustificação a fertilização nitrogenada é 

suspensa. Esse nutriente é assimilado por meio de reações bioquímicas 
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envolvendo oxidações e reduções, formando ligações covalentes com o carbono 

na origem de compostos orgânicos, como por exemplo, aminoácidos, albuminas 

e ácidos nucleicos. Sabe-se que quando a planta apresenta um quadro de 

deficiência severa desse elemento, a formação de clorofila é prejudicada e a planta 

pode ter sérios prejuízos em suas funções vitais (CHRISTOPHE, et al., 2007). 

Esse processo pode ser utilizado com a finalidade de induzir o desenvolvimento 

do caule e consequentemente auxiliar no aporte de recursos hídricos. Essas 

respostas podem ocorrer pelo acúmulo de carboidratos que não serão utilizados 

na síntese de proteínas ou de outros compostos nitrogenados sendo visualmente 

identificada pela coloração arroxeada das folhas e no caule.  (COOPMAN et al., 

2008; CHRISTOPHE, et al., 2007).  

Durante a rustificação são observadas modificações morfofisiológicas 

tanto na parte aérea quanto na raiz. Nota-se que pode haver engrossamento do 

caule e desenvolvimento do sistema radicular causado pelo regime de rustificação, 

essa indução no aumento em biomassa e atividade metabólica, evidencia aumento 

de atividade e consequentemente uma possível melhoria no aproveitamento dos 

recursos disponíveis no solo, mesmo que em baixas quantidades (HUANG et al., 

2013; FERRARI, 2003).  Mesmo com um baixo teor de água disponível nos 

tecidos, a diminuição do potencial osmótico pode garantir a manutenção da 

normalidade na respiração e no elongamento celular, com aumento na estabilidade 

da parede celular (VILLAR-SALVADOR et al., 2004). 

O prolongamento do período de rustificação pode intensificar as 

características benéficas da rustificação em Acacia cyanophylla (ALBOUCHI et 

al., 1997), porém, em outras espécies, como o carvalho (Quercus ilex), esse 

tratamento pode ser inexpressivo (VILLAR-SALVADOR et al., 2004). Em se 

tratando de benefício ambiental, o processo de rustificação pode ser utilizado para 

tornar mais efetivo o reflorestamento em áreas degradadas suscetíveis a condições 
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de extremo déficit hídrico ou de seca prolongada, uma vez que as plantas 

rustificadas podem estar aptas a suportar esse fenômeno (HUANG et al., 2013). 

Em áreas comerciais a maior sobrevivência das mudas reduz os custos de 

implantação, aumentando seu aproveitamento além de garantir o crescimento 

uniforme da floresta. 

 

2.5 Ativação de mecanismos de resistência ao déficit hídrico 

 

O início do estresse desencadeia alguns sensores primários, que por sua 

vez ativam as vias citoplasmáticas podendo acarretar em acumulo iônico como 

por exemplo o de Ca2+ além de sinalização para a síntese de proteínas, levando à 

expressão de genes responsivos ao estresse e a alterações fisiológicas (BRESSAN 

et al., 1998). A partir daí as plantas ativam mecanismo de fechamento estomático 

reduzindo a transpiração. Esse mecanismo é mediado pelo ácido abscísico (ABA) 

(WASILEWSKA et al., 2008). Esse fitohormônio é sintetizado nas raízes e 

translocado para órgãos da parte superior das plantas como caule e em especial, 

folhas (TAIZ E ZEIGER, 2009). O ABA é então conduzido, em sua forma 

aniônica para o interior das células do estômato que é induzido a fechar, 

diminuindo assim a condutância estomática.  

Uma maior resistência estomática leva a menores perdas de água da 

superfície da folha, que é uma das primeiras respostas da planta em resposta ao 

estresse hídrico. Contudo, essa modificação diminui também a taxa fotossintética 

(BRODRIBB E MCADAM, 2013; FUJITA et al., 2004; IUCHI et al., 2001). As 

condições de déficit hídrico conduzem para uma diminuição na atividade da 

enzima ATPase da membrana plasmática devido a um menor fornecimento de 

ATP pela fotossíntese e respiração. Essa diminuição no aporte de ATP está 

também relacionado a danos no aparato do fotossistema II ocasionado pela 
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diminuição da quantidade de água na planta (GUIDI E DEGL’INNOCENTI, 

2008). 

Conforme o estresse vai se intensificando outros mecanismos são ativados 

na tentativa de resistir a falta de água, ocorrendo redução na condução hidráulica 

das raízes. Essas modificações são acompanhadas por alterações na taxa de 

crescimento desse órgão (COSTA E SILVA et al., 2008). A tendência é que 

plantas estressadas direcionem o carbono assimilado para o sistema radicular e 

dessa forma mantenham o sistema em crescimento ativo, permitindo a 

maximização da absorção de água (GUO ET AL., 2010; ZIDA et al. 2008).  

Durante sua evolução, as plantas desenvolveram vários mecanismos de 

aclimatação, incluindo várias vias de regulação para superar o estresse induzido 

por fatores ambientais desfavoráveis. Para que haja controle das espécies reativas, 

o organismo conta com a ação de enzimas antioxidantes como dismutase do 

superóxido (SOD), catalase, ascorbato peroxidase (APX), redutase do 

monodehidroascorbato (MDHAR) entre outras e também antioxidantes não 

enzimáticos como ascorbato (AsA), carotenoides, antocianinas, tocoferóis, 

glutationa, entre outros. Esses elementos desempenham um papel importante no 

controle de EROs (SHARMA et al., 2014). Esses mecanismos estão conectados a 

uma comunicação genética complexa e eficiente que envolve a expressão de pelo 

menos 289 genes em  Arabidopsis thaliana (GECHEV, et al., 2006). 

O processo metabólico natural das plantas resulta em formação de 

substâncias que em excesso podem ser altamente prejudiciais as células e 

consequentemente a tecidos. Essas substâncias podem ser espécies reativas de 

oxigênio (EROs), nitrogênio e enxofre (KOLUPAEV et al., 2010).  O nível de 

produção normal dessas moléculas pode ser alterado para níveis danosos 

dependendo das condições ambientais as quais a planta está inserida. Essas 

condições podem alterar o balanço entre substancias oxidantes e antioxidantes, e 
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essa relação é dependente das taxas relativas de geração e destruição de EROs 

além do tempo de vida das suas principais espécies.  

Entre os mecanismos de defesa das plantas, estão a diminuição na taxa de 

geração de EROs, aumento na taxa de sua eliminação, aceleração de recuperação 

de estruturas de células danificadas, aumento da dissipação de calor/energia 

absorvida e alguns outros (fig. 1). Deve-se notar também que, juntamente com 

EROs, nitrogênio reativo e espécies de enxofre desempenham um papel essencial 

no desenvolvimento de estresse oxidativo na célula.  

Um dos principais produtores de EROs são as cadeias fotossintéticas de 

transferência de elétrons que ocorre nos cloroplastos, a produção de EROs pode 

ser intensificado quando há ocorrência de fatores que estimulam a energização 

dessas cadeias (DAT et al., 2000). Dessa maneira, há formação de -O2 gerado 

principalmente a partir do fluxo de elétrons dos centros Fe-S do fotossistema I ou 

ferrodoxina reduzida para O2 (reação de Mehler). Outra forma de supressão de -

O2
 é pela interação dessa molécula com carotenoides e tocoferóis que impedem 

que sejam gerados estados mais avançados de excitação (Asada, 1999). 

Nos perixossomos também ocorrem produção de EROs durante a 

fotorrespiração e oxidação de ácidos graxos (DEL RIO et. al., 2001). Sob 

condições que prejudicam a fixação de CO2 nos cloroplastos, a atividade da 

ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (RuBisCO) aumenta e o glicolato 

produzido se move para os peroxissomos, onde é oxidado pela glicolato oxidase 

formando H2O2 sendo convertido em H2O pela enzima catalase (DINAKAR et al., 

2010). 
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Figura 1: Esquema resumido de algumas interações ocorridas em resposta ao estresse 

hídrico elucidando interações em crosstalk entre fito hormônios em resposta ao estímulo 

causado pelo déficit hídrico. Fonte: Do autor (2017). 

 

Os sistemas redox-ativos, como thioredoxina e plastoquinona, podem 

funcionar através de vias de transdução de sinal ou por meio de mensageiros 

secundários no citosol em resposta a estresses abióticos. Os sinais que surgem 

durante o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons também podem 

alterar a expressão de genes pela geração de sinais sistêmicos no processo 

conhecido como resistência sistêmica adquirida (KRESLAVSKIA et al., 2012). 

 A espécie Eucalyptus grandis possui alta eficiência em eliminar EROs, 

esse fato é comprovado pela alta variedade de clusters para enzimas antioxidantes, 

possuindo uma das maiores famílias de genes codificantes para SOD. No total, 12 

clusters já foram identificados para isoformas desse grupo de enzimas 
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(TEIXEIRA, et al., 2005). Além disso, o gênero possui 6 clusters codificantes para 

APX, 3 para catalase, 36 para dehidroascorbato (DHAR), 2 para glutationa 

redutase (GR), 4 para MDHAR conforme consta no banco de dados do projeto 

genoma (FOREST) para essa espécie (TEIXEIRA et al., 2005). 

 

2.5.1 Alterações morfofisiológicas de plantas sob estresse hídrico 

 

Podendo ser potencializado pelas mudanças climáticas, o déficit hídrico é 

um dos principais problemas abióticos que limitam o crescimento e a produção 

(DIFFENBAUGH e FIELD, 2013). Devido as mudanças climáticas algumas 

culturas podem ficar susceptíveis ao estresse acarretado pelo aumento da 

temperatura e ausência de água o que pode prejudicar o desenvolvimento da 

planta. (CATTIVELLI et al., 2008). Portanto, é necessário que haja cada vez mais 

o desenvolvimento de pesquisas científicas visando a compreensão dos 

mecanismos de tolerância ao estresse hídrico atrelado a caracterização dos 

mecanismos utilizados para essa finalidade. 

Uma das primeiras estruturas a responder as alterações ambientais são os 

estômatos. O mecanismo que provoca a abertura estomática está ligado 

diretamente à absorção de água pelas células-guarda. Quando as folhas são 

expostas à luz e a outros fatores externos como ABA exógeno, pode ocorrer um 

aumento significativo na concentração de íons potássio nestas células (HUANG 

et al., 2013; WANG et al., 2008). Paralelamente, outros solutos também se 

acumulam e com isso, a água move-se para dentro das células guarda provocando 

aumento na sua turgescência (TAIZ e ZEIGER, 2009; ANGELOCCI, 2002). 

Algumas estratégias adaptativas inerentes ao novo ambiente como por 

exemplo modificações na densidade estomática ou na área foliar sincronizam-se 

aos ajustes de crescimento e desenvolvimento, estando também envolvidos em 
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alterações nas atividades celulares e moleculares, visando o uso eficiente da água 

(EKSTEEN et al., 2014; MARTORELL et al., 2013). As respostas estomáticas à 

desidratação podem variar entre diferentes espécies e também dentro da mesma 

espécie (MOURA-SOBCZAK et al., 2011). O estresse hídrico, geralmente afeta 

a condutância estomática e a atividade fotossintética da folha (EKSTEEN et al., 

2013; COSTA E SILVA et al., 2008).  No início do estabelecimento das plantas 

no período de seca, a eficiência fotossintética instantânea do uso da água pode 

aumentar porque o fechamento parcial dos estômatos afeta tanto a transpiração 

quanto a absorção do CO2. No entanto, à medida que o estresse se torna mais 

severo, alterações no potencial hídrico vão conduzindo para a inibição das 

atividades normais do estômato (DIFFENBAUGH e FIELD, 2013; CATTIVELLI 

et al., 2008). O déficit hídrico reduz o índice de troca de CO2 e a sua condução 

para a folha, além de reduzir a concentração desse elemento nos espaços 

intercelulares. Após a interrupção do déficit hídrico, esses parâmetros tendem a 

voltar ao normal. A recuperação completa da fotossíntese é lenta quando a planta 

chega próximo ao ponto de murcha permanente (PINHEIRO e CHAVES et al., 

2011). 

A área foliar total não permanece constante depois da maturação das 

folhas. Se as plantas sofrerem estresse hídrico após um grande desenvolvimento 

foliar, estas poderão entrar em senescência, culminando na abscisão foliar. Este 

ajuste da área foliar é uma mudança demorada que melhora muito a aptidão das 

plantas, de maneira geral, a sobreviverem em um ambiente com limitação hídrica. 

A abscisão durante o estresse hídrico resulta principalmente do aumento da síntese 

e da sensibilidade dos tecidos ao hormônio etileno (TAIZ e ZEIGER, 2009; 

CHAVES et al., 2004; REDDY et al., 2004). Esse mecanismo permite as plantas 

administrar o processo de assimilação de carbono e consumo de energia inibindo 

o desenvolvimento das folhas e direcionando maior porção de foto assimilados 
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para as raízes, que dessa forma passam a ser capazes de aumentar a captação de 

água no solo e a probabilidade de se desenvolver em meio a adversidade do 

ambiente (CORREIA et al., 2014; SPOLLEN e SHARP, 1991). 

Alterações morfológicas também incluem redução na taxa de crescimento 

da planta que está associada ao declínio da taxa de divisão celular, redução da área 

foliar e diminuição da produção de matéria seca atrelado a expansão do sistema 

radicular para aumentar a absorção de água e manter o potencial osmótico 

(BARTELS E SUNKAR, 2005). 

 

2.5.2 Embolismo e ajuste hidráulico 

 

O embolismo é caracterizado pela entrada de ar nos vasos condutores e 

consequentemente a quebra da força de tensão e coesão. Esse fenômeno impede 

o fluxo ascendente de seiva e para compensar essa disfunção as plantas podem 

usar vasos não obstruídos, durante a seca, entretanto, o número de vasos 

obstruídos pode ser elevado o que pode acarretar na morte da planta (TRIFILÒ et 

al., 2008; BROODRIB COCHARD, 2009).  

O mecanismo que elucida a relação entre o comportamento estomático e 

o embolismo do xilema ainda carecem de estudos para melhor compreensão muito 

embora algumas pesquisas apontam evidencias dessa interação (SALDO et al., 

2001; BRODRIBB et al., 2003; CHOAT, SACK e HOLBROOK 2007).  

 Apesar do conhecimento dos fatores envolvidos no embolismo, não é 

claro se os estômatos respondem diretamente a ele através dos efeitos da 

diminuição da condutância hidráulica no caule ou se está associado unicamente a 

perda de água total das folhas (SPERRY et al., 2002). O estresse hídrico por 

períodos prolongado acarreta danos que não são suficientes para impedir a 
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formação de embolia extensa em vasos xilemáticos resultando em perda do fluxo 

ascendente e a morte da planta por completo (URLI et al., 2013; CHOAT, 2013). 

Um dos principais mecanismos de controle da perda de água pelas plantas 

é a alteração da abertura e do fechamento estomático. Esse processo pode 

propiciar o retardo da diminuição do potencial hídrico foliar durante períodos de 

estresse de curto a longo prazo (MCDOWELL et al., 2008). Em células guarda, o 

amido é rapidamente mobilizado pela ação sinérgica de β-AMILASE1 (BAM1) e 

α-AMILASE 3 (AMY3) para promover a abertura estomática. Nas folhas, o 

amido tipicamente acumula gradualmente durante o dia e é degradado à noite por 

BAM3 (THALMANN et al., 2016).  

Um dos mecanismos propostos para a recuperação do embolismo é a 

despolimerização de amido em açúcares simples que são usados na manutenção e 

recuperação de danos causados no processo de embolismo e cavitação. O 

mecanismo proposto para o reparo dos danos ocorre inicialmente através da 

captação de sinais emitidos por células da parede dos vasos condutores gerados 

por meio de vibrações ocasionadas pelo processo de embolismo e cavitação. Esses 

sinais, são transmitidos para células adjacentes estimulando a liberação e 

consequentemente o aumento da concentração do íon Ca2+ no citoplasma. Essa 

forma de reparo desencadeia alteração no potencial osmótico tendo como 

principal agente a diferença de concentração causada pela despolimerização do 

açúcar presente nas células do parênquima radial que é reduzido a açúcares 

simples direcionando o fluxo de água e o consequentemente o preenchimento dos 

vasos condutores, seguindo assim a sua recuperação (LO GULLO E SALLEO, 

2011).  

Alguns estudos sugerem que o período de recuperação é potencializado 

pelo aumento nas taxas de transpiração podendo ocorrer até mesmo com taxas 

negativas de potencial hídrico no xilema, o que reforça a ideia da existência de 
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um mecanismo dependente do bombeamento de solutos em vasos de 

preenchimento por parênquima adjacente ( ZWIENIECKI & HOLBROOK, 2009; 

NARDINI, LO GULLO & SALLEO 2011). A recuperação de vasos embolizados 

pode ocorrer com seu preenchimento se houver períodos de interrupção do 

estresse. Essa recuperação pode se dar em questão de horas, porém, o crescimento 

de novo xilema ativo  leva o tempo de semanas a meses para ocorrer. O tempo de 

recuperação do xilema varia de espécie para espécie (BRODERSEN et al., 2010; 

BRODRIBB et al., 2010). 

 

2.5.3 Alterações moleculares de plantas sob estresse hídrico 

 

Em resposta aos estímulos causados pela seca, a planta responde de 

maneira imediata com a síntese do fitohormônio ácido abscísico (ABA) que por 

sua vez causa fechamento estomático e induz a expressão de genes relacionados 

ao estresse. São conhecidas duas vias regulatórias para ABA, a via dependente e 

independente e essas vias regulam a expressão genética induzida pela seca 

(YAMAGUCHI-SHINOZAKI e SHINOZAKI, 2005). Essas podem ativar fatores 

de transcrição  que, através de rotas complexas e “interações” com outros 

hormônios, regulam de forma direta ou indiretamente a taxa de transpiração, 

crescimento de raiz/parte aérea, biossíntese de antocianina, além de participar na 

osmorregulação, senescência e expressão enzimática do complexo anti oxidativo 

(fig. 1). 

Em resposta ao déficit hídrico, as plantas diminuem a eficiência da 

ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase, aumentando os níveis de 

metabólitos associados ao estresse, tais como prolina, açúcares, glicina, glutationa 

e carotenóides  (GUHA et al., 2010; REDDY et al., 2004). O estresse também está 

associado com alterações no metabolismo lipídico, incluindo a inibição de sua 
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biossíntese e estimulando a atividade antioxidante (BASU et al., 2010). Além 

disso, as reações que ocorrem nas fases fotoquímica e bioquímica da fotossíntese 

são muito sensíveis ao déficit hídrico (CHA-HUM et al., 2012). A condição de 

baixa disponibilidade de água também pode induzir respostas bioquímicas que 

poderão culminar no aumento da síntese de compostos antioxidantes como 

catalase, superóxido dismutase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase e não 

enzimáticos como α tocoferol, ácido ascórbico, entre outros (CATTIVELLI et al., 

2008; VALLIYODAN e NGUYEN, 2006). 

Adaptações estruturais, em resposta ao déficit hídrico podem acarretar em 

diminuição da perda de água através da redução da área foliar podendo também 

haver crescimento da raiz para camadas mais profundas do solo maximizando a 

absorção de água. A resposta das plantas à seca é acompanhada pela ativação de 

genes envolvidos na percepção de estresse e na transmissão de sinais, é possível 

a partir das respostas dos genes agrupá-los com base nas funções de seus produtos 

(THUMMA et al.,2012; CIARMIELLO, et al., 2009). Um grande grupo de genes 

encontra-se associado com a função de proteção de macromoleculas e membranas 

celulares (betaína, glicina, manitol e prolina), remoção de espécies reativas de 

oxigenio e proteção de macromoléculas (chaperonas e proteínas LEA) (Morales 

et al., 2013; Wani et al., 2013. Outro grande grupo consiste em genes que 

codificam proteínas reguladoras como proteínas quinases, fosfatases e fator de 

transcrição (SHINOZAKI K e YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007; AGARWAL 

et al., 2006). Os fatores de transcrição induzidos por estresse são classificados em 

duas classes, ABA dependente e ABA independente. 

O estudo das mudanças estruturais e também fisiológicas tem sido 

desenvolvido por diversos autores e as análises ao estresse podem contribuir tanto 

para a compreensão dos mecanismos de resposta como também auxiliar no 
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desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas com aumento de 

tolerância à seca (SOMSUEB et al., 2014; TOURNIER et al., 2003). 

 

2.6 Alterações moleculares de plantas em rustificação. 

 

A rustificação aplicada no viveiro de mudas antes do plantio pode 

melhorar o estabelecimento de mudas de eucalipto aumentando sua tolerância e 

consequentemente a sobrevivência quando em situação de estresse como a seca 

(COOPMAN et al., 2008). Esse aumento ocorre devido a ativação de um grupo 

complexo de genes que podem ser expressos a partir da percepção dos estímulos 

externos por meio de estruturas celulares ou morfo anatômicas (BHARGAVA e 

SAWANT, 2013).  

As modificações de ajuste molecular estão diretamente relacionadas com 

as alterações ambientais que o regime de rustificação impõe. É sabido que, durante 

esse processo as mudas geralmente obtêm aumento de exposição a luz solar e 

devido a isso, podem ocorrer uma série de modificações nos centros de reação do 

fotossistema II (PSII), o que eventualmente pode levar à inibição do transporte de 

elétrons. Como exemplo tem-se o ajuste do tamanho da estrutura de antena por 

degradação de proteínas presentes no PSII, esse ajuste pode acarretar em 

diminuição na taxa de transporte de elétrons fotossintéticos (VASS et al., 2007). 

Porém, o aumento da síntese de moléculas fotoprotetoras como carotenoides pode 

ser observado em espécies florestais (CORREIA et al., 2016; GAO et al., 2009). 

Os carotenoides podem atuar inativando oxigênio reativo proveniente da hidrolise 

em centros de reação do PSII (KRIEGER-LISZKAY et al., 2008). A proteção 

contra espécies reativas de oxigênio pode também estar relacionada com o 

aumento da estabilidade da membrana celular (SHARMA et al., 2012).  
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Outra modificação ambiental que é comumente empregada durante a 

rustificação é a diminuição gradativa na irrigação. Esse procedimento induz a um 

ajuste osmótico pela síntese de solutos com função de regulação osmótica 

podendo ocasionar no incremento da elasticidade da parede celular que gera a 

manutenção do turgor das células em baixos potenciais de água nos tecidos de 

eucalipto (DA COSTA e HUANG 2006; GUARNASCHELLI et al., 2003). 

Modificações na quantidade de açúcar total também podem ser averiguadas 

durante a rustificação, esse ajuste pode ser crucial para a sobrevivência e 

crescimento das plantas em um período de seca (VILLAR-SALVADOR et al., 

2004). 

Outra característica bastante observada durante o período de rustificação 

é a diferenciação na taxa de crescimento das diferentes partes das plantas 

(COOPMAN et al., 2008; VILLAR-SALVADOR et al., 2004). Esse fator pode 

estar relacionado a atributos como aumento no diâmetro do coleto, e o potencial 

de crescimento radicular que são relatados como bons indicadores de 

sobrevivência e potencial de crescimento após o plantio (XU et al., 2011; 

MASON, 2001; HSIAO e XU, 2000). Morfologicamente uma das principais 

características observadas durante a rustificação em eucalipto é a redução da área 

foliar, sendo essa variável uma das mais sensíveis durante o processo 

(COOPMAN et al., 2014; PITA e PARDOS, 2001; COSTA e SILVA et al., 2004). 

A diferenciação entre as taxas de crescimento das partes aérea e radicular pode 

ser explicada pela a manutenção do turgor das células radiculares devido ao rápido 

ajuste osmótico nessa região, o mesmo pode não acontecer na parte área, que 

devido a isso pode ter seu crescimento desacelerado (Hsiao e Xu, 2000). 
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2.7 Análise anatômica para estudo de déficit hídrico de plantas. 

 

A anatomia caulinar bem como o estudo da capacidade hidráulica das 

plantas são pontos relevantes para a compreensão das respostas das plantas e na 

capacidade dessas em enfrentar déficit hídrico de curto a médio prazo (MC 

DOWELL et al., 2008). As relações encontradas entre a caracterização das células 

e os componentes acumulados por elas refletem a capacidade de espécies 

florestais em reagir a determinado estresse (LÜBBE et al., 2016; CURRY et al., 

2015; ANDEREGG et al., 2012). Em caule de plantas submetidas ao estresse 

hídrico a força de tensão/coesão são enfraquecidas e por vezes rompidas causando 

embolismo impedindo o fluxo hidráulico ascendente, Esse dano pode ser reparado 

com a utilização de vasos não obstruídos (TRIFILÒ et al., 2008; SPERRY e 

TYREE, 1988) e também pode ser sanado com a despolimerização do amido e 

consequente diferenciação de pressão osmótica (LO Gullo e SALLEO, 2011). 

Outro mecanismo estudado nesse estresse está relacionado metabolismo 

de lipídeos. Sabe-se que durante o estresse hídrico ocorre um aumento 

quantitativo em EROs, que por sua vez causam danos em lipídeos de membranas 

celulares e também em hormônios com essa natureza, através da peroxidação 

lipídica. Além disso, as EROs também podem degradar proteínas e DNA (Apel e 

Hirt, 2004; Mittler, 2004). Em espécies florestais as características deletérias de 

EROs foram observadas em Eucalyptus sp. (Bedon et al.,2012; Coscolin et al., 

2011), Tectona grandis (Pooja et al., 2010), Populus sp. (Guo et al., 2010) e Pinus 

densata (Gao et al., 2009). 
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2.8 Tolerância dos diferentes materiais genéticos de eucalipto ao déficit 

hídrico  

 

Distribuída em todo território nacional, a cultura do eucalipto apresenta 

limitações de acordo com os diferentes níveis de estresse que impõe determinado 

clima. Pesquisas mostram a existência de uma diferenciação entre clones de 

eucalipto sob estresse hídrico (CHA-UM et al., 2011). Algumas mudanças podem 

ser notadas no potencial hídrico do xilema. Por exemplo, Eucalyptus globulus e 

hibridos de Eucalyptus globulus x Eucalyptus nitens aumentam o prazo para 

alcançar um período crítico de pressão no xilema (NAVARRETE-CAMPO et al., 

2013).  

A espécie Eucalyptus grandis é altamente produtiva e a mais plantada em 

todo o mundo, especialmente na zona subtropical (HARWOOD, 2011; 

GONÇALVES et al., 2013). Da mesma forma, a espécie Eucalyptus urophylla é 

muito cultivada no Brasil, devido ao seu rápido desenvolvimento e tolerância ao 

déficit hídrico (SCANAVACA e GARCÍA, 2003; FERREIRA, 1992).  

Os mecanismos desenvolvidos pelo Eucalyptus grandis  em resposta ao 

estresse hídrico ainda são poucos estudados (BATTIE-LACLAU et al., 2014). 

Algumas alterações específicas presentes em algumas espécies associadas ao 

estresse hídrico indicam a existência de diferentes estratégias no gênero 

Eucalyptus. Por exemplo, eucalipto urograndis, quando submetido à seca diminui 

a quantidade de lignina nas regiões apicais do caule e aumenta na região basal. O 

Eucalyptus globulus apresenta comportamento oposto (QUANG et al., 2011; 

MOURA-SOBCZAK et al., 2011). Mais informações acerca dos mecanismos 

biológicos usados para lidar com o estresse devem ser elucidadas e para isso faz-

se necessário mais pesquisas para a compreensão dos mesmos. 
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CAPÍTULO 2: Respostas fisiológicas e moleculares no híbrido  urograndis 

(Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis) durante a rustificação 

 

RESUMO: 

 

A produção de mudas constitui-se numa das mais importantes atividades do setor 

florestal. A fase final da produção de mudas consiste na rustificação. Durante esse 

processo as mudas são condicionadas em pleno sol com alterações no regime de 

irrigação e fertilização com KCl. Pretendeu-se nesse trabalho, analisar 

modificações fisiológicas e moleculares no híbrido urograndis (Eucalyptus 

urophylla x Eucalyptus grandis) clone VE06 durante o período de rustificação 

que teve duração de 30 dias. Partindo da premissa de que essa prática induz ao 

condicionamento das mudas para o plantio e para o enfrentamento de eventuais 

modificações ambientais que possam vir a causar estresse pós plantio. Dessa 

forma, foram realizadas avaliações de trocas gasosas, potencial hídrico foliar e a 

quantificação de clorofila total. Foram realizadas também analise da deposição de 

amido em secções de caule e atividade das enzimas antioxidantes dismutase do 

superóxido (SOD), catalase (CAT) e monodehidroascorbato redutase (MDHAR). 

Foi verificado que mudas em rustificação apresentaram ajuste osmótico com 

diminuição em todas as variáveis fisiológicas estudadas com exceção da EUA. 

Nas análises de deposição de amido foi averiguado acúmulo dessa substância ao 

longo da rustificação e aumento da atividade para todas as enzimas analisadas. 

Pode-se perceber que o eucalipto urograndis ajustou padrões fisiológicos e 

moleculares durante a rustificação, as quais podem melhorar a resposta das mudas 

após o plantio. 

 

Palavras-chave: Rustificação, eucalipto urograndis, Silvicultura 
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ABSTRACT 

 

Seedlings production is one of the most important activities of the forestry 

production. Hardening is the last step in seedling production. During this process 

seedlings are exposed at full sun with changes in the irrigation and KCL 

fertilization schedule. The present work aimed to study the physiological and 

molecular changes in the urograndis (Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis) 

clone VE06 during 30 days of hardening. Based on the premise that this practice 

induces conditioning and prepare seedling to cope with environmental changes 

that may cause stresses. Thus, this research focused on evaluations of gas 

exchange, leaf water potential and total chlorophyll quantification. It was also 

evaluated the deposition of starch in stem sections and the activity of anti-oxidants 

enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and 

monodehydroascorbate reductase (MDHAR). It was verified in seedlings during 

hardening an osmotic adjustment with decrease in all the physiological variables, 

except for the EUA. It was verified the accumulation of starch and anti-oxidant 

enzymes throughout the hardening period. It was possible to notice that eucalypt 

urograndis present a physiological and molecular adjustment during the hardening 

and these modifications can possibly contribute to a good development of the 

seedlings. 

 

Key words: Hardening, eucalypt urograndis, Silviculture 
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1 INTRODUÇÃO 

Apesar das variações na temperatura e do aumento na frequência de 

ocorrência de veranicos no Brasil (BITENCOURT et al., 2016), o problema 

causado pelo estresse hídrico é comumente enfrentado pelas plantas ao longo de 

sua evolução. Mecanismos de resposta a esse estresse têm sido evoluído ao longo 

das gerações e atualmente sabe-se que eles podem ser ativados ou estimulados 

com o uso de procedimentos usados na produção de mudas (GÓMEZ-RUIZ et al., 

2016; DRANSKI et al., 2013; XOCONOSTLE-CÁZARES et al., 2010). 

Atualmente a exploração de áreas inapropriadas para o cultivo de eucalipto tem 

crescido (IBÁ, 2016), fazendo necessário avanços científicos e tecnológicos em 

produção de mudas. 

 Em se tratando de mudas de espécies florestais um processo comumente 

utilizado em viveiros é a rustificação das mudas. Esse procedimento consiste em 

alterar, ao final do ciclo, a quantidade e frequência de irrigação e modificações na 

adubação de cobertura, podendo ser usadas soluções de potássio (K+). O manejo 

desses recursos é importante no crescimento e em processos fisiológicos das 

plantas, como ajuste osmótico foliar (WANG et al., 2013; CAKMAK 2005), 

regulação de abertura estomatal (COCHRANE e COCHRANE, 2009) e controle 

do estresse oxidativo (WANG et al., 2013), contribuindo para aumentar a 

sobrevivência quanto a estresse biótico e abiótico, podendo ser efetuado no 

sentido de condicionar a planta à situação ideal para o plantio (WANG et al., 2013; 

CAKMAK, 2005). 

 É importante salientar que para a otimização do reflorestamento em áreas 

susceptíveis a condições de seca prolongada, as mudas devem estar preparadas 

para enfrentar tais intempéries. Dessa forma, a implementação da floresta, pode 

desacelerar o processo de degradação ou até mesmo recuperá-lo (HUANG et al., 

2013). Sendo assim, pretendeu-se avaliar o hibrido urograndis (Eucalyptus 
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grandis x Eucalyptus urophylla), clone VE06 escolhido devido ao fato desse 

material ser descrito como um material com grande plasticidade ambiental, se 

adaptando a diferentes regiões e situações de estresse, bem como por esse ser 

bastante produzido no Brasil. Assim sendo, objetivou-se com o presente trabalho, 

analisar as alterações fisiológicas e moleculares durante a rustificação de mudas 

do híbrido urograndis (Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis). 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Local e clima 

 

O experimento foi conduzido no viveiro florestal da Universidade Federal 

de Lavras (UFLA), (latitude 21° 14’ S e longitude 45° 00’ W ) durante os dias 01 

a 30 do mês de agosto de 2016, no município de Lavras, que está localizado na 

região sul do Estado de Minas Gerais, a 918 m de altitude,  

Segundo a classificação climática de Köppen, o clima regional é Cwa, 

temperado chuvoso (mesotérmico) com inverno seco e verão chuvoso.  De acordo 

com dados da estação meteorológica da Universidade Federal de Lavras (UFLA), 

localizada a 1 km de distância do viveiro, para o mês de Julho de 2016 (fig. 2), 

durante esse período não houve registros de precipitação e a velocidade do vento 

variou entre 1 a 6m/s . 
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Figura 2: Dados climatológicos da estação meteorológica da UFLA no mês de julho de 

2016.  

 

2.2 Material biológico e rustificação 

 

Mudas não rustificadas do hibrido urograndis (Eucalyptus grandis x 

Eucalyptus urophylla), clone VE06 foram obtidas na empresa Esteio, localizada 

no município de São João Del-Rei, Minas Gerais, produzidas no sistema clonal 

convencional, em tubetes de 53 cm³. As mudas com aproximadamente 60 dias, 

foram transportadas para o Viveiro Florestal da UFLA e colocadas em dois locais. 

Metade foi mantida em casa de sombra revestida com sombrite (50% de bloqueio 

de raios solares), com sistema de irrigação automático por aspersão  ativado de 

hora em hora, com duração de 2 minutos em cada ativação das 7:00 às 17:00 , 

diariamente.  
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Durante o período que as mudas permaneceram nesse local foi realizada 

a fertirrigação com fosfato monoamônico, NH4H2PO4, (MAP), 10g.L-1 (Rocha et 

al., 2015) semanalmente. Outro grupo de mudas foi colocado em bancadas 

suspensas, em área de pleno sol, onde foram submetidas ao tratamento de 

rustificação.  Para tal, realizou-se a diminuição gradativa da irrigação, 

inicialmente as mudas eram irrigadas 4 vezes ao dia com duração de 3 minutos, 

após 5 dias nesse regime era alterado, reduzindo uma irrigação até ficarem sendo 

irrigada uma única vez ao dia. De 3 em 3 dias era realizado fertilização das mudas 

através da imersão dos tubetes em solução de KCl na dosagem de 1,5g.L-1  até a 

completa saturação do substrato (BATTIE-LACLAU, et al., 2014; IMSANDE E 

RALSTON, 1981). Para evitar danos as raízes das plantas, realizou-se a avaliação 

da condutividade das soluções, utilizando um condutivímetro da marca HANNA 

(HI 98312). Verificou-se que em ambas as soluções usadas a condutividade foi 

menor que 2 mS cm-1. 

 

2.3 Análises fisiológicas 

 

Em intervalos regulares (5 em 5 dias)  foram mensurados, em 4 mudas de 

cada tratamento: taxa fotossintética foliar (A), condutância estomática (gs), 

concentração intercelular de CO2 (Ci), transpiração (E) e eficiência instantânea do 

uso da água (A/E). Para tal foi utilizado  um analisador de gás por infravermelho 

(LI-6400XT Portable Photosynthesis System, LI-COR, Lincoln, USA) em folhas 

completamente expandidas (segundo par de folhas). Todas as avaliações foram 

realizadas entre 8 e 9 horas da manhã (horário solar) com utilização de fonte 

artificial de radiação fotossinteticamente ativa (PAR) em câmara fechada fixada 

em 600 µmol de fótons m-2 s-1 (Blue + Red LED LI-6400-02B, LI-COR, Lincoln, 

USA), (JESUS, 2014; TEIXEIRA, 2012). Para essa análise foi utilizada a mesma 
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folha ao longo de todo o experimento. Essas foram marcadas para medições 

futuras, sendo feita uma leitura por dia para  cada folha marcada.  

O potencial hídrico foliar (Ψw) máximo e mínimo foi mensurado 

utilizando quatro indivíduos de cada tratamento, escolhidos aleatoriamente 

sempre nos mesmos horários, às 5 e 12 horas respectivamente, em folhas 

totalmente expandidas (segundo par de folhas), utilizando uma bomba de pressão 

de Scholander portátil marca Soilmoisture modelo SEC-3115-P40G4V. 

A quantificação de clorofila total foi realizada com uso do clorofilometro 

Atleaf (FT Green LLC). As mensurações foram feitas nos dias 0, 4, 9, 14, 18, 24, 

28 e 30, sendo utilizadas quatro plantas de cada tratamento e de cada uma, três 

folhas foram usadas sem serem destacadas. A mensuração foi feita a partir da 

leitura de cinco pontos nas folhas (2 próximos ao pecíolo, 2 centralizados e 1 no 

ápice foliar). A conversão do índice SPAD para clorofila total foi realizada no site 

da empresa (NOVICHONOK, et al., 2016). 

 

2.4 Análises anatômicas 

 

Durante a rustificação, cinco mudas de cada tratamento foram 

selecionadas ao acaso nos dias 0,15 e 30, para a coleta do caule, o qual foi 

armazenado, separadamente, em solução de FAA (formaldeído, ácido acético e 

álcool 50%) por três dias em tubos de 50 ml. Após esse período, a solução foi 

trocada para álcool 70% e armazenadas em temperatura ambiente. Foi selecionada 

a porção inicial do coleto próximo a raiz para a realização de cortes transversais 

com 8µm de espessura, utilizando um micrótomo de mesa do tipo deslize 

(Ciencor/500 Push-pull). Para cada uma das mudas, foram realizados seis cortes 

transversais, os quais foram corados em lugol (Iodo 5%, iodeto de potássio 10% 

e água purificada q.s.p.). As lâminas foram montadas para a rápida visualização 
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do material. Para a visualização das lâminas foi utilizado o software wincell 

(Regent Instruments Inc., versão Pro 2001a) que registrou as imagens feitas pela 

câmera PixeLINK® (PL-A662) acoplada a um microscópio OLYMPUS® 

(BX41). Para a visualização e caracterização da deposição de amido foram feitas 

oito fotos de 20x de cada uma das repetições. 

  

2.5 Enzimas antioxidantes 

 

Para as análises enzimáticas, foram coletadas todas as folhas 

completamente expandidas de quatro mudas de cada tratamento. No momento da 

coleta as folhas das quatro plantas foram colocadas em um tubo plástico tipo 

Falcon (50 ml), imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e trituradas com 

auxílio de espátula esterilizada para a homogeneização das mesmas. O pool de 

amostras foi armazenado em ultrafreezer (-80°C) até o momento da extração.  

A extração para a quantificação da atividade enzimática foi realizada 

conforme o protocolo de Biemelt et al., (1998), sendo utilizado 0,2 g de cada 

amostra previamente triturada, as quais foram maceradas em nitrogênio líquido 

utilizando cadinho e pistilo. Após a maceração, foi adicionado as amostras, 1,5 ml 

de tampão de extração contendo fosfato de potássio 0,1 M (pH7,8), EDTA 0,1 

mM (pH 7,0), ácido ascórbico 0,01 M e 22 mg de Polivinilpolipirrolidona (PVPP). 

A amostra foi então centrifugada a 15.000 g durante 15 minutos. O sobrenadante 

foi coletado e mantido a -80°C. Para todas as análises foi utilizado o 

espectrofotômetro Epoch microplate, modelo Biotek. Para cada uma das 4 

repetições biológicas foi realizada uma triplicata técnica, fazendo-se a diluição 

das amostras em 1:50 (v/v).  
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2.5.1 Dismutase do superóxido (SOD) 

 

A análise da atividade da enzima SOD, foi realizada conforme o protocolo 

de Giannopolitis e Ries (1977) e está baseada na capacidade dessa enzima em 

inibir a fotorredução do reagente azul de nitrotetrazolito (NBT). Dessa maneira, 

3μl da amostra extraída e diluída (1:50) foram adicionados ao meio de incubação 

(NBT 75 μM, EDTA 0,1 μM, metionina 14 mM,  fosfato de potássio 50 mM), (pH 

7,8) e riboflavina 2 μM em poços individualizados em placa para 

espectrofotômetro de plástico com fundo redondo. Em seguida as reações foram 

iluminadas por uma lâmpada fluorescente 20W durante 7 minutos e a leitura no 

espectrofotômetro foi realizada no comprimento de onda de 560 nm. A atividade 

específica foi dada em Unidade de  SOD mg-1 proteína. 

 

2.5.2 Catalase (CAT) 

 

Para análise da atividade da enzima CAT, seguiu-se o protocolo de Havir 

e McHale (1987), sendo utilizado tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,0) 

aquecido em banho maria a 30°C. Antes da leitura foi adicionado peróxido de 

hidrogênio 12,5 mM para o início da reação. A leitura foi realizada em placas da 

marca Corning modelo half área, 96 poços. Foram usados 9 μl das amostras 

diluída 1:50 (v/v) em triplicatas para reação com o tampão de incubação sendo a 

leitura, no comprimento de onda de 240 nm, realizada de 15 em 15 segundos, 

durante 3 minutos. Foi observado, ao longo do tempo um decréscimo na 

absorbância monitorado pelo consumo de peróxido de hidrogênio sendo o 

coeficiente de extinção molar de 36mM-1 cm-1. A atividade enzimática foi dada 

por µmol H2O2 min-1 mg-1 de proteína. 
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2.5.3 Monodehidroascorbato (MDHAR) 

 

Para análise da atividade da enzima monodehidroascorbato (MDHAR), 

seguiu-se o protocolo de Hossain et al, (1984), no qual 20 μl da amostra diluída 

(1:50) foi adicionado ao tampão tris Hcl 50mM, ascrobato 2,5mM. O tampão foi 

previamente aquecido em banho Maria a 30°C. Momentos antes da leitura foi 

adicionado 5 µl de NADH 0,1mM. A leitura  foi realizada em placas tipo corning 

half-area, com 96 poços no comprimento de onda de 340 nm feito de 15 em 15 

segundos, durante 3 minutos. Foi observado, ao longo do tempo a redução na 

absorbância pela formação de ascorbato, o coeficiente de extinção molar utilizado 

foi 6.2mM-1 cm-1 e a atividade específica foi dada por µmol de ascorbato (AsA) 

min-1 mg-1 de proteína) 

 

2.5.4 Delineamento experimental e análise estatística 

 

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC) em 

um esquema fatorial duplo, 2 condições (não rustificadas e em rustificação) x 

tempo. Os dados avaliados foram submetidos à análise das pressuposições (teste 

de normalidade Shapiro-wilk) com uso do software Minitab (17.1), em seguida 

foram analisados por análise de variância (ANOVA). Quando verificadas 

diferenças significativas pelo teste F a 5% de significância foi aplicado o teste de 

média Tukey a 5% de significância utilizando o software SISVAR 5.6. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A redução no potencial hídrico foliar observada durante a rustificação está 

relacionada à diminuição da irrigação e pode estar associada ao aumento do uso 
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eficiente da água, uma vez que esse parâmetro pode ser mensurado a partir do 

acúmulo de matéria seca pela quantidade de água consumida em determinado 

período (SHAO et al., 2008). Foi observado em mudas em rustificação uma 

diminuição progressiva na média dos potenciais hídrico foliar alcançando valores 

próximos a -0,5 MPa. Foi verificado que mudas não rustificadas foram aptas a se 

manter dentro dessa condição durante todo o experimento apresentando média 

entre a variação dos potenciais de -0,2 MPa com σ de 0,07 MPa, sendo 

evidenciada pela manutenção da distância entre as curvas de Ψw mínimo e 

máximo (fig. 3).  

 Foi observado que em mudas sob rustificação o  Ψw  diminuiu com média 

entre os potenciais de -0,23 MPa no primeiro dia para -0,48 MPa no último, com 

σ de 0.0132 e 0.052 MPa, respectivamente. 
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Figura 3: Curvas de potencial hídrico foliar em mudas não rustificadas e em rustificação. 

Barras indicam o erro padrão (n=4). 
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COOPMAN et al, (2008) ao analisarem a aclimatação em Eucalyptus 

globulus encontraram para os tratamentos de mudas rustificadas valores de -0,2 

MPa com surgimento de mortalidade quando os valores de potencial hídrico foram 

inferiores a -1,3 MPa. Villar-Salvador et al. (2004) analisando a rustificação em 

carvalho (Quercus ilex), ao comparar diferentes regimes de aclimatação, em que 

os potenciais hídricos variaram de -0,27 a -1,28 Mpa, concluíram que variações 

no prolongamento da aclimatação não aumentaram a sobrevivência nem o 

crescimento das mudas plantadas em condições de restrição hídrica. No caso do 

clone estudado, além da restrição hídrica durante a rustificação, foi realizado o 

aumento do espaçamento entre os tubetes, aumentando a exposição das mudas à 

insolação e ao vento, aumentando a camada limítrofe, além da fertilização de 

cobertura, mediante a aplicação de KCl a cada 3 dias. Segundo Huang et al., 2013; 

Shen 2013; Costa e Silva et al., 2004, o Ψw foliar é uma eficiente variável para a 

identificação do estado hídrico das plantas. É possível comparar diferentes grupos 

analisando o Ψw máximo e mínimo, avaliando-se a diferença entre os valores das 

curvas.   

Nesse trabalho foi possível verificar que tanto mudas em rustificação 

quanto não rustificadas apresentaram aumento na taxa da eficiência do uso da 

água (EUA) (fig.4), com diferenças significativas dentro das condições, tempo e 

da interação condição*tempo (P<0,001). A EUA de mudas em rustificação 

diferenciaram das mudas não rustificadas, pelo teste de média, nos dias 9 com 

médias variando de 4,37 (mol CO2 mol H2O-1) para mudas em rustificação e 3,10 

(mol CO2 mol H2O-1)  em mudas não rustificadas e no dia 18 no qual mudas em 

rustificação obtiveram média de 8,05 (mol CO2 mol H2O-1) e mudas não 

rustificadas apresentaram média de 4,21. Foi observado queda na taxa de EUA 

entre o período do dia 9 a 14. Esse fato pode ser explicado devido a baixas 
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temperaturas observada no período (fig. 2).  Apesar disso, após o dia 14, é possível 

verificar um novo aumento da variável para as mudas em rustificação, com uma 

nova redução no dia 18, essa queda pode ser explicada pela semelhança entre as 

curvas de potencial hídrico mínimo e máximo (fig.3), que pode ser caracterizado 

como estresse (GOMES et al, 2004; WILLIAMS e ARAÚJO, 2002). 
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Fig. 4: Eficiência instantânea no uso da água para plantas não rustificadas e em 

rustificação (n=4) 

 

O aumento na resistência estomática tende a aumentar mais a resistência 

de fluxo de H2O do que de CO2, o que acarreta em maior diminuição da 

transpiração do que de fotossíntese (GUO, ZHANG e HUANG, 2010). Ao 

analisar os dados de mudas não rustificadas (Tab. 1), é possível notar diminuição 

tanto na taxa de A quanto de E, com diminuição acentuada em E ao longo do 



64 

 

 
 

tempo. COSTA e SILVA et al, (2009) verificaram quedas significativas nas taxas 

de fotossíntese em mudas aclimatadas e não aclimatadas de Eucalyptus globulus 

quando em temperaturas entre 10 e -2 °C e atribuíram isso ao aumento de espécies 

reativas de oxigênio e injurias nas membranas celulares. Pode-se notar que em 

alguns dias a EUA do grupo em rustificação obteve taxas semelhantes ao grupo 

não rustificado, esse padrão foi também observado em Eucalyptus camaldulensis 

quando em estresse hídrico (UTKHAO e YINGJAJAVAL, 2015). 

 

Tabela 1 – Média das variáveis A (µMol CO2 m-2 s-1), gs (mmol CO2 m-2 s-1) E (mol. H2O 

m-2 s-1 e EUA (mol CO2. mol H2O-1) em mudas não rustificadas (NR) e em       

rustificação (ER). 

Dias             A         gs       E              EUA 

 ER NR  ER NR  ER NR  ER NR 

0 17.5 Aa 18.4 Aa  0.268 Aa 0.26 Aa  12 Aa 12.4 Aa  1.46 Ac 1.48 Ad 
4 11.2 Bb** 18.2 Aa  0.046 Ac 0.052Acd  5.1 Bb** 9.0 Ab  2.19 Ac 2.03 Acd 

9 10.7 Ab 11.8 Ab  0.11 Ab** 0.041Bcd  2.5 Bcd** 3.9 Ac  4.28 Ab* 3.03 Bbc 

14 8.2 Bc** 12.9 Ab  0.018 Bc** 0.069Abc  3.1 Bbc* 6.5 Ac  2.64 Ac 1.98 Acd 

18 5.2 Bd** 11.0 Ab  0.012 Bc** 0.1 Ab  0.7 Bd 2.6 Ade  7.42 Aa** 4.23 Bb 

25 6.2 Bd** 10.2 Ab  0.009 Ac 0.017 Ad  1.0 Ad 1.5 Ae  6.2 Aa 6.8 Aa 

Fc   4.350   4.093   4.019   4.375 
DMS  0.95   0.137   0.766   0.497 

CV   13.81   30.88   23.16   20.01 

Letras maiúsculas representam diferenças significativas nos diferentes tratamentos em 

mesmo tempo (linhas) e letras minúsculas representam diferenças significativas em um só 

tratamento sob diferentes tempos (coluna) analisados pelo teste de Tukey (P≤0,05).  

* simboliza P<0,01 e ** P<0,001 entre os diferentes tratamentos no mesmo dia.  

 

As mudas não rustificadas aumentaram o conteúdo de clorofila total, por 

outro lado, as mudas que foram submetidas ao tratamento de rustificação não 

apresentaram o mesmo comportamento, resultando em níveis com pouca variação 

do início para o final da rustificação (fig. 5). Foi verificado diferenças significativa 

(p<0,001) entre os tratamentos e no mesmo tratamento como mostra a tabela 4 

(anexo).  A depleção nos níveis totais de clorofila  está associada com o aumento 

da radiação (PAREEK et al., 2010). Essas variações evidenciam alterações entre 
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os níveis de clorofila e outros pigmentos e a influência desses na proteção do 

fotossistema contra a radiação solar (MORALES et al, 1994; STOBER et al, 

1992).   

 

 

Figura 5: Regressão para clorofila total em função do tempo (dias) de rustificação.  

 

De acordo com LI et al. (2015) e GUO et al. (2010), variações na 

quantidade de clorofila total podem estar associadas ao estresse imposto pela 
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aclimatação sendo fatores atribuídos a queda nas quantidades de pigmentos 

fotossintéticos: as baixas taxas biossintéticas e as altas taxas de degradação de 

paredes celulares além da redução da eficiência na carboxilação e da eficiência 

quântica.  

Outro fator associado ao estresse causado pela aclimatação são as 

alterações na condutância estomática (gs). A resposta dessa variável ao estresse 

causado por modificações ambientais tem se mostrado bastante consistente na 

análise comparativa de mudas podendo vir a ser tão pertinentes quanto dados 

isolados como, por exemplo, os de conteúdo relativo de água ou os de potencial 

hídrico (FLEXAS e MEDRANO, 2002). Isso porque os estômatos desempenham 

um papel crítico na fisiologia das folhas, equilibrando a necessidade de captação 

de CO2 fotossintética e o controle da perda de água pelas folhas (UTKHAO e 

YINGJAJAVAL, 2015). Verificou-se diferenças estatísticas na condutância 

estomática em mudas sob rustificação durante os dias 4 e 9 (P<0,05). Verificou-

se entre os dias 0 e 4 redução em gs das mudas em ambos os tratamentos (mudas 

rustificadas e não rustificadas) com flutuações ao longo do experimento. Mudas 

não rustificadas diferiram entre si, sendo essas diferenças observadas nos dias 4, 

14 e 25. Quando os tratamentos foram comparados pode-se observar que 

houveram diferenças estatística nos dias 9 e 18 (P<0,05) (fig. 6).  
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Figura 6: Condutância estomática em mudas não rustificadas e em rustificação.  

Barras indicam o erro padrão (n=4). 

 

Foi observado por Merchant et al. (2007), ao analisarem seis espécies de 

eucalipto que as taxas de condutância estomática juntamente com as de 

fotossíntese reduziram quando em estresse sendo que a taxa de condutância 

estomática teve redução mais acentuada que a de fotossíntese. Esse padrão 

também foi observado por Utkhao e Yingjajaval (2015), com Eucalyptus 

camaldulensis. Essas características observadas na rustificação sugerem 

otimização no processo fisiológico de homeostase além de evidenciar a 

degradação de clorofila total nas mudas em rustificação. Com o aumento de 

exposição dos centros reativos dos fotossistemas I e II à radiação solar, as plantas 

induzem a produção de carotenóides que possuem funções de proteção a esses 

centros (BRASLAVSKY e HOLZWARTH, 2012). 
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A taxa de fotossíntese variou para mudas em rustificação de forma 

significativa (P<0,01) nos dias 4, 14 e 18 sendo que em mudas não rustificadas a 

variação ocorreu do dia 4 para o 9. Ao comparar mudas rustificadas com não 

rustificadas nota-se diferenças entre os dias 4, 14, 18 e 25. É possível verificar que 

ambos os tratamentos apresentaram queda na taxa de fotossíntese (fig.7). Porém 

a partir do nono dia a fotossíntese das mudas não rustificadas permanece 

praticamente constante, enquanto que a das mudas em rustificação apresentaram 

redução. As mudas em rustificação apresentaram queda na taxa de fotossíntese 

que continuou a cair até o décimo oitavo dia na qual permaneceu com níveis 

menores que 10 µmol de CO2 m-2 s-1. 
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Figura 7: Taxa de fotossíntese líquida em mudas não rustificadas e em rustificação, barras 

sinalizam erro padrão (n=4) 
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Vários são os fatores que podem afetar a taxa de fotossíntese, entre eles 

estão: temperatura foliar, concentração intercelular de CO2, energia de ativação 

da taxa máxima de RuBisCO (ribulose-1,5-bisfosfato), carboxilação e a energia 

de ativação da taxa de regeneração da RuBisCO (HIKOSAKA et al., 2006). 

É possível analisar a partir da interação entre A, ᴪw e carbono intercelular 

(Ci), que a queda no ᴪw influencia diretamente na queda das taxas de A e de Ci do 

clone em rustificação (fig. 8). Sabe-se que os níveis de Ci podem variar de acordo 

com a taxa de respiração, fotossíntese, condutância estomática e [CO2] 

atmosférico (LAWSON et al., 2014). A redução no potencial hídrico foliar afeta 

a queda da condutância estomática em diferentes espécies de eucalipto sob 

situações de estresse (MERCHANT et al., 2007). Esse padrão também foi 

observado neste trabalho em mudas durante a rustificação, uma vez que essa 

prática constitui em condição de estresse controlado. Todavia, os valores não 

foram reduzidos tão drasticamente como nos observados em outros trabalhos com 

mudas, quando utilizados estresses mais severos (UTKHAO e YINGJAJAVAL, 

2015). 
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Figura 8: Relação entre taxa de fotossíntese líquida (A), carbono intercelular (Ci) e média 

entre os potenciais hídrico (Ψw) nas mudas em rustificação.  

 

Outros fatores também influenciam na variação da taxa de fotossíntese, 

como por exemplo, a temperatura e a cinética da RuBisCO. A temperatura ótima 

aumenta a medida que aumenta a taxa de Ci. Em baixas concentrações da 

molécula de CO2 a velocidade de carboxilação é menos sensível a alterações 

ambientais, e as taxas de fotorespiração podem diminuir (HIKOSAKA et al., 

2006; BROOKS e FARQUHAR, 1985). Quando analisados isoladamente, 

observa-se variações significativas (p<0,01) nas médias dos tratamentos, 
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apresentando tendência à queda para todas as variáveis observadas, com exceção 

da eficiência no uso da água. Para esta variável, ambos os tratamentos 

apresentaram aumento quando comparado a taxa do primeiro dia com a do último 

dia de avaliação. 

    Ao analisar anatomicamente os cortes dos caules foi possível observar 

que mudas de eucalipto não rustificadas mantiveram uma baixa concentração de 

amido ao longo do tempo (fig. 9). Já para mudas em processo de rustificação 

houve aumento na deposição de amido (fig. 10).  Moléculas ricas em energia são 

usadas, dentre outros fins, para a divisão celular e para a diferenciação do xilema. 

A partir da diferenciação do xilema, o consumo de amido presente tanto no 

xilema quanto no floema é diminuído significativamente (Begum et al., 2010). 

Assim sendo, é possível deduzir que a presença dessas moléculas é esperada para 

o desenvolvimento de estruturas caulinares no crescimento primário e 

secundário.  
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Figura 9: Secção caulinar transversal de mudas não rustificadas do híbrido urograndis nos 

dias 0 (a), 15 (b) e 30 (c) do experimento. Setas representam célula corada com amido. 

  

A disponibilidade desse polissacarídeo pode estar relacionada com 

processos regulatórios caulinares que determinam a quantidade de carbono 

disponível para o estoque, manutenção e dissociação do amido. Parte desse 

processo é regulado pelo metabolismo da triose fosfato (triose-P) exportado dos 

cloroplastos para a síntese de sacarose e amido (Stitt e Quick, 1989). 
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Figura 10: Secção caulinar transversal de mudas não rustificadas do híbrido urograndis 

nos dias 0 (a), 15 (b) e 30 (c) do experimento. Setas representam célula corada com amido. 

 

Villar-Salvador et al. (2004) utilizaram diferentes regimes hídricos na 

rustificação em carvalho (Quercus ilex) e notaram variação nos níveis de açucares 

e carboidratos. Verificaram que a rustificação diminui a quantidade de açúcar em 

brotações, ao passo que aumenta a quantidade de amido no mesmo local.  A 

diminuição do amido foi também notificada por esses autores quando houve 

aumento na restrição da água durante o processo de rustificação. Sabe-se que 

proteínas envolvidas em vias metabólicas relacionados com a síntese de amido 

(GBSS/glicogênio) estão relacionadas a proteção estrutural em resposta ao 



74 

 

 
 

estresse hídrico e podem ser mais expressas em linhagens tolerantes a esse 

estresse (VALDÉS et al., 2013). Em estresse ambiental o amido pode ser 

despolimerizado em açúcares simples que serão utilizados para reparar danos, 

como por exemplo em vasos embolizados (NARDINI, LO GULLO e SALLEO, 

2011). O'Brien et al. (2014), atribuíram o prolongamento da vida de espécies 

arbóreas tropicais acondicionadas em ambientes de sombra e luz sob estresse 

hídrico a diferentes níveis de reservatório de carboidrato. Foi possível verificar 

que a sobrevida era mais prolongada quanto maior o reservatório. Resultados 

semelhantes também foram observados por Woodruff et al. (2015) ao 

compararem Pinus edulis e Juniperus monosperma, sob déficit hídrico, com 

diferentes níveis iniciais de amido.  

O padrão de distribuição de células coradas com lugol no floema e no 

parênquima radial externo ao xilema sugere acúmulo de amido e evidência a 

disponibilidade desse durante o período de aclimatação. Dessa forma, pode-se 

notar que o processo de rustificação, por também aumentar o reservatório de 

amido, tem esse fator como possível mecanismo de sobrevida para as mudas 

rustificadas quando em estresse hídrico.  A partir das observações feitas em 

diferentes tempos e a progressão observada, é possível inferir sobre a importância 

do amido para a rustificação, todavia, estudos direcionados para análises 

metabólicas e ultra estruturais são sugeridos. 

Outras moléculas de grande importância para o desenvolvimento da 

planta e o controle do estresse são as enzimas antioxidante (GILL e TUTEJA, 

2010). Durante a rustificação verificou-se aumento da atividade das enzimas 

antioxidantes de mudas em rustificação. Dessa forma, acredita-se que essas 

enzimas atuaram na remoção de espécies reativas de oxigênio (EROs). Sabe-se 

que a medida que o potencial hídrico cai pode ocorrer aumento da atividade de 
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enzimas antioxidantes e essa diferença foi amenizada uma vez que a coleta 

ocorreu sempre no mesmo horário (10 horas) para ambos os tratamentos. 

Plantas submetidas à rustificação tiveram níveis de atividade da enzima 

SOD maior que em mudas não rustificadas (aproximadamente 2,5 vezes) (figura 

11). Padrão semelhante foi observado por Costa e Silva et al. (2009), ao 

compararem mudas aclimatadas e não aclimatadas ao estresse térmico (frio) em  

Eucalyptus globulus.  
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Figura 11: Atividade especifica da SOD em mudas de eucalipto não rustificadas e mudas 

em rustificação ao longo de 22 dias, barras indicam o erro padrão da média (n=4). 

 

Quando comparados, mudas não rustificadas e em rustificação verifica-se 

comportamentos distintos quanto a atividade da enzima SOD. Mudas não 

rustificadas apresentaram, em geral, manutenção da atividade enzimática em 

níveis menores do que os observados em mudas em rustificação. Dessa forma, o 



76 

 

 
 

processo de rustificação ativa os mecanismos de defesa e manutenção da 

integridade celular.  

Analisando-se apenas mudas não rustificadas pelo teste de Tukey 

(P<0,05), ao longo do tempo, pode-se perceber a diminuição da atividade do 

primeiro para os outros dias, esse fator pode estar associado a mudança de 

ambiente, no qual as mudas que estavam sob o regime da empresa Esteio passaram 

ao serem transferidas de São Joao Del Rei para o Viveiro Florestal na UFLA. 

As alterações na atividade enzimática observadas entre mudas rustificadas 

e não rustificadas mostram a importância da SOD em condições de estresse, 

podendo atuar como marcador bioquímico para plantas em estresse hídrico, 

devendo se levar em consideração as possíveis oscilações da atividade enzimática 

em condições normais, como sugerido por Leonardo, (2003), Zhujun et al. (2004), 

Rosa et al. (2005). 

A atividade da enzima catalase também diferiu entre mudas não 

rustificada e em rustificação (p<0,001). Ao comparar os tratamentos pode-se 

verificar que não houveram diferenças significativas em função do tempo 

(p>0,05). Esse indicativo mostra baixa alteração dos níveis de atividade da 

catalase, ao longo do tempo, tendo essa enzima um papel sem padrões definidos 

no controle do estresse causado pela rustificação (fig. 12). Resultado semelhante 

foi obtido por Shvaleva et al. (2005) ao comparar diferentes clones de Eucalyptus 

globulus em estresse hídrico, nessa ocasião, foram analisados níveis de atividade 

de CAT em folhas e raízes e mesmo o estresse hídrico severo não foi suficiente 

para alterar significativamente os níveis dessa enzima nos tecidos analisados. Ao 

comparar as variações nos níveis de catalase para mudas em rustificação quanto 

ao grupo de mudas não rustificadas, pode-se observar que mudas em rustificação 

obtiveram diferença de até 3 vezes comparado com mudas não rustificadas, 

diferenciando significativamente (P<0,01) (tab. 2 do anexo). 
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Figura 12: Atividade especifica da CAT em mudas não rustificadas e mudas em rustificação ao 

longo de 22 dias. Barras indicam o erro padrão da média (n=4). 

 

Níveis baixos de atividade da catalase podem estar relacionados com a 

queda na expressão gênica, essa tendência pode ser observada na atividade de 

genes como CAT1 e cytCAT, em plantas sob estresse ambiental (TAKEMURA 

et al., 2002; JITHESH et al., 2006). Baixas alterações na atividade dessa enzima 

podem também estar associadas com a alta eficiência dela em dissociar a molécula 

de H2O2, pois sabe-se que uma única molécula de CAT é capaz de converter 6 

milhões de moléculas de H2O2 em H2O e O2 por minuto (GILL e TUTEJA, 2010). 

A atividade da enzima MDHAR também apresentou diferença 

significativa entre os tratamentos (p<0,001). A atividade relativa dessa enzima foi 

maior em mudas rustificadas em comparação com mudas não rustificadas (fig.13). 

Alguns estudos mostram elevações na atividade de MDHAR em plantas 
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submetidas ao estresse (TAYEFI-NASRABAD et al., 2011; MAHESHWARI e 

DUBEY, 2009; HAN, LIU e YANG, 2009). Além disso, alguns genes podem 

estar associados à tolerância a estresses ambientais por serem responsáveis pelo 

aumento na taxa de MDHAR, como exemplo tem-se o LeMDAR presente no 

tomateiro (Lycopersicon esculentum) (Feng et al. 2010). 
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Figura 13: Atividade especifica da MDHAR em mudas não rustificadas  e mudas em 

rustificação ao longo de 22 dias. Barras indicam o erro padrão da média (n=4). 

 

A medida que o potencial hídrico diminui observa-se o aumento da 

atividade enzimática. O baixo potencial hídrico foliar aliado a diminuição nas 

taxas de condutância estomática (fig. 7) e transpiração (Tab.1) podem acarretar 

em superaquecimento das estruturas devido a baixa regulação nas variações de 

temperatura, podendo ocasionar danos no PSII e em membranas celulares. Pode-
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se notar que com a queda do potencial hídrico (fig. 3) os níveis de atividade 

enzimática tornam se mais elevados. 

O estresse causado por fatores ambientais, em plantas sob aclimatação, 

pode ser responsável pelo aumento de injurias causadas em membranas celulares. 

Sabe-se que a preservação da estrutura físico química das membranas está 

associada a elevação da atividade de enzimas antioxidante (Costa e Silva et al., 

2009). Uma das evidências da efetividade da aclimatação é a capacidade da planta 

em perceber os estímulos ambientais e modificar a taxa de crescimento de órgãos 

específicos. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que mudas rustificadas apresentam ajustes fisiológicos (trocas 

gasosas), moleculares (atividade enzimática) e deposição de amido no caule 

durante a rustificação, as quais podem melhorar a resposta das mudas após o 

plantio. 
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CAPÍTULO 3: Respostas fisiológicas e moleculares de mudas rustificadas e 

não rustificadas do híbrido urograndis (Eucalyptus urophylla x Eucalyptus 

grandis) submetidas ao déficit hídrico 

 

RESUMO: 

 

Caracteriza-se como estresse, alterações fisiológicas normais causadas por fatores 

bióticos ou abióticos. Para as plantas, o estresse causado pela seca é um dos que 

apresenta maior risco para o seu desenvolvimento e manutenção da vida, afetando 

processos como fotossíntese, respiração, metabolismo de carboidratos, absorção 

de íons, entre outros. Alguns procedimentos adotados na produção de mudas 

florestais podem diminuir os impactos causados pelo déficit hídrico após o 

plantio. Um desses procedimentos é a rustificação que consiste no manejo das 

condições ambientais tais como a exposição a luz solar, o regime de irrigação e 

fertilização com o objetivo de condicionar as mudas para possíveis condições 

adversas após o plantio. Neste contexto, esse trabalho teve como objetivo avaliar 

respostas fisiológicas e moleculares de plantas rustificadas e não rustificadas 

submetidas ao déficit hídrico. Foram avaliadas a taxa de fotossíntese (A), 

condutância estomática (gs), carbono intercelular (Ci), transpiração (E) e 

eficiência no uso da água (EUA) além do potencial hídrico foliar e atividade das 

enzimas antioxidantes dismutase do superóxido (SOD), catalase (CAT) e 

monodehidroascorbato redutase (MDHAR). A emissão de folhas e os sintomas de 

seca também foram estudados. Foi possível verificar que mudas rustificadas 

apresentam respostas fisiológicas que podem permitir às mudas suportar o estresse 

hídrico por um período maior quando comparado com as não rustificadas. Essas 

respostas foram o aumento do período para visualização de sinais de murcha, 

aumento do número de folhas, maior taxa de A e gs além de maior potencial 

hídrico foliar. Em mudas rustificadas foi observado maior atividade das enzimas 

antioxidantes durante o período de estresse. Conclui-se que a rustificação traz 

benefícios fisiológicos e moleculares que podem aumentar a chance de 

sobrevivência, especialmente em caso da ocorrência de estresse hídrico severo por 

um período de até 14 dias. 

 

Palavras-chave: Déficit hídrico, Rustificação, eucalipto urograndis 
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ABSTRACT: 

 

Physiological changes caused by biotic or abiotic factors may be characterized as 

stress. Drought stress is the recognized as the most prevalent environmental factor 

limiting plant development and growth, affecting processes such as 

photosynthesis, respiration, carbohydrate metabolism, ion absorption, among 

others. Some procedures adopted in the production of forestry seedlings may 

reduce the impacts caused by the water deficit after planting. One of these 

procedures is the seedling hardening which consist in management of 

environmental resources such as changes in the sunlight exposure, irrigation and 

fertilization in order to prepare seedlings to cope with possible environmental 

stresses after planting. Thus, this work had as objective evaluate physiological and 

molecular responses of hardened and non-hardened seedlings submitted to water 

deficit. It was evaluated the photosynthesis rates (A), stomatal conductance (gs), 

intercellular carbon (Ci), transpiration (E) water use efficiency (EUA), leaf water 

potential and activity of antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), 

catalase (CAT) and monodehydroascorbate reductase (MDHAR). Number of new 

leaves and drought symptoms were also investigated. It was possible to notice that 

hardened seedlings present physiological responses that may allow then to survive 

for a longer period under drought stress when compared to non-hardened ones. 

These responses were the increase in the number of new leaves, postponement of 

the period for observation of wilting symptoms, higher A, gs and leaf water 

potential. It was also observed in hardened seedlings higher activity of the 

antioxidant enzymes during the period of stress. As a conclusion, hardening brings 

physiological and molecular benefits to seedlings that may increase the chance of 

survival, especially in case of severe water stress for up to 14 days. 

 

Key words: Water deficit, Hardening, eucalypt urograndis 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Avanços tecnológicos nas áreas de manejo, logística e produção de 

madeira tem contribuído para o aperfeiçoamento do setor brasileiro de florestas. 

Com área plantada de aproximadamente 7,8 milhões de hectares, esse setor tem 

contribuído não somente para o crescimento econômico do país, mas também para 

questão ambiental (IBÁ, 2016).  

Uma grande preocupação dos produtores são os diversos tipos de estresse 

que as plantas podem vir a sofrer após o plantio. A condição de estresse ambiental 

é comum na natureza e, portanto, as plantas desenvolveram diversos mecanismos 

morfológicos, fisiológicos e bioquímicos ao longo das gerações (ARNDT et al., 

2001). Apesar disso, o prolongamento e a intensidade do estresse podem afetar 

fortemente o crescimento e o desenvolvimento das plantas (ZLATEV e LIDON, 

2012). Em se tratando de estresse hídrico os danos nas plantações podem ser 

severos devido ao papel da água para a nutrição das plantas e manutenção da 

atividade metabólica celular. Nesse sentido, tanto a disponibilidade, quanto a 

qualidade da água pode ser um fator limitante para o crescimento das plantas 

(MENCUCCINI, 2014). 

Adaptações às respostas das plantas podem envolver mudanças na 

expressão de genes que codificam proteínas que contribuem para o aumento da 

tolerância à seca. Essas podem ser enzimas envolvidas na remoção e inativação 

de espécies reativas de oxigênio (EROs) que são danosas a membranas celulares, 

ácidos nucleicos e aminoácidos, sendo encontradas em maior quantidade quando 

a planta está estressada (BLOKHINA e FAGERSTEDT, 2010). Uma 

característica notável na adaptação das plantas ao estresse abiótico é a ativação de 

respostas múltiplas envolvendo interações gênicas complexas que interagem entre 

si e com diversas vias moleculares (GRANDA et al. 2014). Essas modificações 

resultam em grandes alterações em componentes químicos das plantas, sendo 
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evidenciadas por exemplo por alterações dos níveis de açúcares totais, betaínas, 

glicinabetainas, prolina, quercitol (SAKAMOTO e MURATA 2000; ARNDT et 

al., 2008; MORALES et al., 2013). 

A tolerância ao estresse hídrico pode ser intensificada em mudas de 

eucalipto, em viveiros florestais e a técnica mais utilizada para esse propósito é a 

rustificação que consiste na aplicação gradativa de KCl simultaneamente à 

diminuição na quantidade de água para irrigação. Esses processos são 

direcionados conforme as condições climáticas do dia e também de acordo com a 

respostas das mudas no viveiro. Sendo assim, os fatores que regem o 

desenvolvimento e a sobrevivência das mudas estão diretamente atreladas às 

respostas ambientais e principalmente como as plantas respondem a eles (STAPE 

et al., 2001). Objetivou-se com esse trabalho analisar fisiológica e 

molecularmente plantas rustificadas e não rustificadas submetidas ao déficit 

hídrico no intuito de observar as respostas perante o estresse. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Material vegetal, localização e solo 

  

O experimento foi conduzido em casa de vegetação coberta com filme 

plástico transparente de 0,2 cm de espessura e laterais cobertas por sombrite 50% 

de inibição de raios solares, localizada no viveiro de mudas florestais da UFLA. 

Foi conduzido durante 14 dias (23/8 a 6/9 de 2016) no município de Lavras, 

localizado na região sul de Minas Gerais, a 918 metros de altitude, latitude 21° 

14’ S e longitude 45° 00’ W.  

Durante esse período a temperatura média foi de 20,5ᵒC com mínima de 

9,5°C no primeiro e máxima de 30,6°C no sétimo dia. A umidade relativa do ar 

teve média de 61%. 
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Foram usadas mudas do híbrido urograndis com aproximadamente 90 

dias de idade, as quais foram plantadas em vasos de 4,5 L preenchidos com solo 

de textura média, peneirado em peneira de malha de 1cm. O mesmo foi analisado 

no Laboratório De Análises do Solo (UFLA) quanto a fertilidade e granulometria 

(tabela 2). 

 

Tabela 2 – Resultados físico-químicos do solo de textura média utilizado no plantio das 

mudas, realizado pelo Laboratório De Análises do Solo, departamento de Ciências do Solo 

(DCS), UFLA. 

pH K P Na Ca Mg Al H+Al 

 Mg/dm3 Cmol/dm3 

6,5 79,8 0,87 --- 0,38 0,11 0,00 1,07 

 

SB T T V m M.O. P-

Rem 

Zn Fe Mn Cu B S 

Cmol/dm3 % Dag/Kg Mg/L Mg/dm3 

0,69 0,69 1,76 39,47 0,00 0,61 20,96 0,41 90,63 16,35 1,22 0,03 86,45 

 

Classificação Do Solo 

 

Argila Silte Areia Areia 

(Grossa) 

Areia (Fina) 

Dag/Kg 

Textura Média 24 5 71 --- --- 

 

2.2 Estresse hídrico 

 

A determinação da capacidade de campo do solo foi realizada a partir da 

determinação de valores de tensão da água em volume conhecido de solo irrigado 

a 100% da capacidade de campo e também para o solo completamente seco (em 

estufa a 70°C por 72 horas). Os valores foram determinados com o uso de 

tensiômetro (DeltaLink) acoplado a sensores de umidade tipo ThetaProbes 

utilizando para tal o software DeltaLINK 3.2 (2015). Com base nos valores de 

tensão da água no solo e sabendo o volume de solo utilizado no vaso (4,5 cm3) 
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determinou-se o volume de água necessário para alcançar 60% de capacidade de 

campo em cada vaso.  

 Mudas não rustificadas e rustificadas, foram submetidas a duas 

condições. Na primeira condição manteve-se a irrigação durante o período do 

experimento (mantendo-se em 60% da capacidade de campo). Na segunda 

condição as mudas foram submetidas ao estresse hídrico, sob suspensão de rega 

após período de aclimatação (6 dias). Em cada um dos quatro tratamentos (mudas 

rustificadas e não rustificadas sem estresse hídrico e mudas rustificadas e não 

rustificadas em estresse) foram utilizadas 90 mudas.  Após o período de 

aclimatação, dois tratamentos (mudas rustificadas e não rustificadas) foram 

submetidas ao regime de estresse hídrico com suspensão de rega até o final do 

experimento.  

Os outros dois tratamentos de mudas rustificadas e não rustificadas sem 

estresse (controle) foram mantidas a 60% da capacidade de campo durante todo o 

experimento. A reposição de água nos vasos desses tratamentos foi realizado a 

cada 3 dias, no período da manhã (entre as 9 e 10 horas), utilizando-se o 

tensiômetro, acoplado ao sensor de umidade (Thetaprobe) para determinar o 

volume de água necessário em cada vaso. Os valores variam de 0 kPa (totalmente 

úmido) a -200 kPa (totalmente seco) 

 

2.3 Análise de temperatura e umidade 

 

Temperatura e umidade dentro da casa de vegetação foram monitoradas, 

e as médias diárias para umidade relativa do ar, temperatura máxima e mínima 

foram determinadas durante todo o experimento (fig. 14). Para tal utilizou-se o 

aparelho termo higrômetro data logger Hikari HTU-21.kk. A umidade do ar variou 

de máxima de 64% no último dia e mínima de 30% no sétimo dia com temperatura 
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média de 20,3 ºC e máxima de 30,6 ºC no quinto dia e mínima de 9,5 ºC no 

primeiro.  

 

 

Figura 14: Dados climatológicos na casa de vegetação mensurados com termo 

higrômetro entre os dias 23/08 a 06/09/2016. Barras indicam umidade relativa do ar e 

linhas temperaturas máxima (preto) e mínima (branco). 

 

2.4 Analises fisiológicas 

 

As avaliações ecofisiológicas foram realizadas com um analisador de gás 

por infravermelho (LI-6400XT Portable Photosynthesis System, LI-COR, 

Lincoln, USA) em folhas completamente expandidas (no 2º par de folhas). Para 

tal foi utilizada uma fonte artificial de radiação foto sinteticamente ativa (PAR) 

em câmara fechada fixada em 600 µmol de fótons m-2 s-1 (Blue + Red LED LI-

6400-02B, LI-COR, Lincoln, USA) (JESUS, 2014; TEIXEIRA, 2012). As 

mensurações com IRGA foram realizadas de 4 em 4 dias, sendo utilizadas em 
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cada avaliação 4 mudas de cada tratamento. Foram avaliados: taxa fotossintética 

foliar (A), condutância estomática (gs), concentração intercelular de CO2 (Ci), 

transpiração (E) e a partir da relação A/E foi mensurado a eficiência instantânea 

do uso da água (EUA). Para essa análise foi utilizada a mesma folha a qual foi 

marcada com barbante ao longo de todo o experimento. 

 

2.5 Determinação do Potencial hídrico foliar  

 

O potencial hídrico foliar máximo e mínimo (Ψw) foi medido utilizando 

quatro indivíduos de cada tratamento, escolhidos aleatoriamente nos dias 0, 2, 4, 

8 e 12 dentro dos horários, 5 e 12 horas respectivamente, a partir da extração de 2 

folhas totalmente expandidas do segundo par, tirando a média dos valores. Para 

tal mensuração foi utilizado o aparelho câmara de Scholander, portátil marca 

Soilmoisture modelo SEC-3115-P40G4V.  

 

2.6 Atividade de enzimas do sistema antioxidante 

 

Nessa análise, foram coletadas todas as folhas completamente expandidas 

de 4 mudas de cada tratamento, nos dias 0, 4, 8 e 12. No momento da coleta, as 

folhas das 4 plantas foram colocadas em um tubo plástico tipo Falcon (50 ml) e 

imediatamente congeladas em nitrogênio líquido. Após o congelamento as folhas 

foram previamente trituradas, dentro do tubo, com auxílio de espátula esterilizada 

para a homogeneização das mesmas. O “pool” de amostras foi então armazenado 

em freezer a -80°C até o momento da extração proteica.  

A extração foi realizada de acordo como protocolo de Biemelt et al. 

(1998), sendo utilizado 0,2 g do pool de amostras que foi então macerado em 

nitrogênio líquido utilizando cadinho e pistilo. Após a maceração foi adicionado 
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1,5 ml de tampão de extração fosfato de potássio (0,1 M, pH7,8), EDTA (0,1 mM, 

pH 7,0), ácido ascórbico (0,01 M) e 22 mg de PVPP. A amostra foi então 

centrifugada a 15.000g durante 15 minutos e o sobrenadante coletado e mantido a 

-80°C até a utilização para quantificação da atividade enzimática. Para todas as 

análises foi utilizado o espectrofotômetro Epoch microplate, modelo Biotek. 

Foram realizadas  3 repetições biológicas (pool de quatro plantas) e 3 repetições 

técnicas usando amostras diluídas na razão de 1:50.  

 

2.6.1 Dismutase do superóxido (SOD) 

 

A análise da atividade da enzima SOD, foi realizada conforme o protocolo 

de Giannopolitis e Ries, (1977) e está baseada na capacidade dessa enzima em 

inibir a fotorredução do reagente azul de nitrotetrazolito (NBT). Dessa maneira, 3 

μl da amostra extraída e diluída (1:50) foi adicionado ao meio de incubação ( NBT 

75 μM, EDTA 0,1 μM, metionina 14mM,  fosfato de potássio 50 mM (pH 7,8) e 

riboflavina 2 μM) em poços individualizados em placa para espectrofotômetro de 

plástico com fundo redondo. Em seguida as reações foram iluminadas por uma 

lâmpada fluorescente 20W durante 7 minutos e a leitura no espectrofotômetro foi 

realizada no comprimento de onda de 560 nm. 

 Para o cálculo da atividade específica de SOD primeiramente a média das 

triplicatas técnicas foi dividido por 0,5 devido ao fato de que 1 unidade de SOD 

reduzir em 50% de NBT, esse valor foi então calculado para a quantidade total de 

extrato (1,5 ml) e posteriormente calculado para massa fresca de 0,2 g de material. 

A quantidade de massa fresca foi então dividido pela concentração de proteínas 

obtido pelo teste de Bradford (Bradford, 1976), para obtenção da atividade 

específica dada em Unidade de SOD mg-1 proteína 
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2.6.2 Catalase (CAT) 

 

Para análise da atividade da enzima catalase (CAT), seguiu-se o protocolo 

de Havir e McHale (1987), no qual 9 µl da amostra reagiu com tampão fosfato de 

potássio 100 mM (pH 7,0) aquecido em banho-maria a 30°C, 2 segundos antes da 

leitura, foi adicionado peróxido de hidrogênio 12,5 mM para o início da reação. 

Seguiu-se a leitura das amostras (em triplicata) sendo realizada em placas Corning 

half área, essa foi realizada no comprimento de onda de 240nm com medições a 

cada 15 segundos, durante 3 minutos. Para essa reação observou-se o consumo de 

peróxido de hidrogênio e o decréscimo na absorbância com o coeficiente de 

extinção molar de 36 mM-1 cm-1.  

 

2.6.3 Monodehidroascorbato (MDHAR) 

 

Para análise da atividade da enzima monodehidroascorbato (MDHAR), 

seguiu-se o protocolo de Hossain et al. (1984) no qual 20μl da amostra reagiu com 

o tampão (Tris Hcl 50mM, Ascrobato 2,5mM e água) sendo que o tampão   foi 

pré aquecido a 30°C com adição de NADH 0,1mM logo antes da leitura, a qual 

foi realizada em placas Corning half area no comprimento de onda de 340nm, com 

leitura a cada  15 segundos, durante 3 minutos. Foi observado, ao longo do tempo 

a redução na absorbância pela formação de ascorbato. O coeficiente de extinção 

molar utilizado foi 6.2mM-1 cm-1. 

 

2.7 Análise de murcha e formação de folhas novas 

 

Para a análise foi realizada observação em todas as mudas em déficit 

hídrico, presentes no experimento (90 de cada tratamento), dos sintomas de 
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murcha durante todo o experimento. Foram avaliados a murcha aparente, 

caracterizada pelo tombamento do ápice caulinar na região do meristema apical; 

a murcha permanente, caracterizada pela seca do ápice caulinar (TEIXEIRA, 

2012). Para a determinação da formação de folha novas foi realizada a contagem 

de 15 plantas por tratamento. 

 

2.8  Delineamento experimental e condução do experimento 

 

O experimento foi estabelecido em delineamento inteiramente 

casualizado, em esquema fatorial triplo 2 tratamentos (mudas rustificadas e não 

rustificadas) x 2 condições (sob déficit hídrico e sem déficit hídrico) X  Tempo. 

Os dados foram submetidos à análise das pressuposições (teste de normalidade, 

Shapiro-wilk) com uso do software Minitab (17.1), em seguida foram analisados 

por análise de variância (ANOVA). Quando verificadas diferenças significativas 

pelo teste F a 5% de significância foi aplicado o teste de média Tukey a 5% de 

significância utilizando o software SISVAR 5.6. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Observando-se as variáveis ponto de murcha aparente e permanente entre 

os tratamentos submetidos ao estrese, foi possível notar que em mudas rustificadas 

a porcentagem de plantas apresentando murcha (aparente e permanente) foi 

sempre menor (fig. 15).  As mudas não rustificadas apresentaram o sintoma de 

murcha aparente no terceiro dia, ao passo que nas rustificadas só foi observado 

murcha aparente no sétimo dia.  

Comportamento semelhante foi observado para o ponto de murcha 

permanente. Verificou-se 11% de mudas com murcha aparente no décimo dia em 
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mudas não rustificadas, enquanto que as mudas rustificadas apresentaram somente 

1% no mesmo dia. Ao final dos 14 dias as mudas não rustificadas apresentaram 

todas as mudas em ponto de murcha, sendo 56% com murcha aparente e 44% em 

ponto de murcha permanente, enquanto que as mudas rustificadas apresentaram 

62% de murcha, sendo 42% em murcha aparente e 20% em murcha permanente.  
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Figura 15: Porcentagem de mudas rustificadas e não rustificadas apresentando sintomas 

visuais de murcha aparente e permanente durante o período de déficit hídrico pela 

suspensão da irrigação.  

 

Esse resultado apresentado pelas mudas rustificadas está associado com a 

capacidade das mudas rustificadas em lidar com a falta de água sendo que 

apresentam maior eficiência de absorção de água do substrato, já que em geral, 
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mudas rustificadas possuem sistema radicular mais desenvolvido, além de melhor 

controle osmótico (HUANG et al., 2013; COSTA E SILVA et al., 2009).  

Com o aumento da intensidade do estresse hídrico há considerável perda 

de água na célula e como consequência, redução no volume de vacúolos, 

resultando na redução da turgescência celular, o que causa a murcha da folha e de 

estruturas adjacentes, podendo ocorrer também danos no aparato fotossintético, 

dessa forma pode ocorrer, primeiramente a murcha e posteriormente a morte dos 

tecidos (GUO et al., 2010; CHAVES, FLEXAS e PINHEIRO, 2009; NUNES, 

2007). 

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram a importância da prática 

de rustificação. Foi possível observar que em algumas das mudas não rustificadas 

apesar destas não apresentarem o ponto de murcha aparente na fase inicial do 

déficit hídrico, em alguns casos houve o aparecimento de outro sintoma de déficit 

hídrico, como a seca das bordas do limbo no ápice das folhas em formato de “V ” 

(figura 16). A partir do quinto dia foi possível distinguir ainda mais mudas 

rustificadas de não rustificadas devido à apresentação desse sintoma típico de 

seca, podendo estar acompanhado de murcha do ápice da planta. Mudas 

rustificadas também apresentaram esse sintoma, porém, esse só foi notado após a 

ocorrência de murcha aparente. 
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Figura 16: Evolução dos sintomas de murcha em mudas de urograndis em uma muda 

rustificada sem déficit hídrico (controle), rustificada e não rustificada durante o déficit 

hídrico.  

 

As alterações sintomáticas observadas foram acompanhadas pela redução 

progressiva no Ψw das mudas. Em mudas não rustificadas a perda de água ocorreu 

de maneira mais acentuada e proporcionou, de forma prematura, maiores danos 

causados pelo estresse, quando comparado a mudas rustificadas. Mudas não 

rustificadas iniciaram o estresse hídrico com valores de Ψw médio de -0.2 MPa, 

sendo mais alta que o restante dos tratamentos (-0.48 MPa em mudas rustificadas 

sem déficit (controle) e -0.49 MPa em mudas rustificadas). Comparando-se o 

potencial hídrico das mudas em estresse aos quatro e oito dias após o início do 
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déficit hídrico, pode-se observar que mudas rustificadas mantiveram melhor 

controle na perda de água mantendo os níveis de potencial hídrico acima das 

mudas não rustificadas. Nesse mesmo período, mudas não rusticadas tiveram uma 

redução maior do potencial hídrico, chegando a -2.48 MPa no último dia enquanto 

nas mudas rustificadas o potencial hídrico foi de -1.51 MPa no 14°dia (fig. 17). 

Mudas rustificadas sem estresse mantiveram-se em níveis aceitáveis de mudas em 

condições normais de desenvolvimento (HUANG et al., 2013). 
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Figura 17: Potencial hídrico foliar (Ψw) em mudas rustificadas sem estresse hídrico 

(controle); rustificadas e não rustificadas (com déficit hídrico). Barras representam o 

desvio padrão (n=4). 

 

Além da observação de murcha durante o período de déficit hídrico, foi 

também analisado o desenvolvimento de novas folhas (Fig. 17). Foi possível 

verificar que plantas não rustificadas apresentaram abscisão foliar  logo no início 

do experimento e não desenvolveram novas folhas até o fim do mesmo, 
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intensificando-a na fase final, na qual foi constatado maior abscisão entre os dias 

12 e 14 (fig 18).  Sabe-se que um dos mecanismos utilizados pelas plantas para 

reduzir a taxa de transpiração é a abscisão foliar, e essa estratégia pode ser usada 

em Eucalyptus sp. (Osorio et al., 1998).  

O estresse hídrico pode influenciar no crescimento foliar em Eucalyptus 

sp., e a planta pode adotar diferentes estratégias no desenvolvimento foliar 

dependendo da intensidade do estresse (Myers e Landsberg, 1989). Dessa 

maneira, a planta utiliza da redução de estruturas fotossintetizantes para evitar 

danos ocasionados pela perda de água (GUO et al., 2010). A perda foliar pode 

ocorrer ao mesmo instante que há crescimento radicular, assim sendo, há ativação 

gênica e o consequente estimulo de síntese proteica além da ativação de rotas 

metabólicas para captação e preservação de água no intuito de obter melhor 

controle osmótico (HUANG et al., 2013; COSTA E SILVA et al., 2009). 
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Figura 18: Número de folhas em mudas do híbrido urograndis ao longo de 14 dias. 
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Observa-se em mudas sob déficit hídrico, ao longo do experimento, que 

houve redução na taxa fotossintética (fig. 19). Mudas rustificadas apresentaram 

redução de 74,2% na taxa entre o início e o final do experimento. A partir do 

quarto dia de avaliação esse tratamento diferencia-se do grupo rustificado controle 

(p<0,05), permanecendo assim até o fim do experimento. Mudas não rustificadas 

apresentaram queda de 90,5%, na taxa fotossintética entre a primeira e a última 

mensuração, diferenciando do grupo não rustificado controle a partir do quarto 

dia e permanecendo assim até o último dia de avaliação. Mudas rustificadas 

diferenciaram das não rustificadas (p<0,05) também a partir do quarto dia e a 

maior diferença entre eles foi no último dia no qual as mudas rustificadas 

apresentaram um valor de 52,5% a mais na taxa de A em comparação com as 

mudas não rustificadas. O decréscimo acentuado na taxa fotossintética é uma 

resposta comum ao déficit hídrico (HUANG et al., 2013; SERGEANT et al., 

2011; KOTTAPALLI et al., 2009; WADE et al., 2002) e pode estar associada a 

alterações bruscas na síntese de proteínas relacionadas à fotossíntese durante o 

estresse como RuBisCO, RuBisCO ativase, proteínas de interação com clorofila 

a/b e proteínas do complexo oxidativo (PINHEIRO et al., 2014). 
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Figura 19: Fotossíntese de mudas rustificadas e não rustificadas, submetidas ao déficit 

hídrico. Barras indicam o erro padrão (n=5). Mudas rustificadas e não rustificadas 

diferenciam significativamente do grupo controle a partir do quarto dia (p<0,05). 

 

O estresse hídrico intenso causa modificações danosas ao metabolismo da 

planta, afetando a taxa fotossintética (GUIDI et al., 2008). A queda menos 

acelerada na taxa de fotossíntese, entre outros efeitos negativos da deficiência 

hídrica, pode ser evidenciada em mudas rustificadas e um dos fatores que pode 

exercer influência sob isso é o fato de que a atividade da enzima RuBisCO pode 

ser aumentada em mudas supridas por potássio (MENDES et al., 2013; 

MARSCHNER, 1995). Dessa forma, plantas supridas com potássio tendem a ter 

maior taxa fotossintética além de melhor controle estomático por estarem 

diretamente relacionado ao turgor das células guarda pelo melhor controle das 

diferenças no potencial osmótico (MARSCHNER, 1995), evidenciando assim a 

importância da suplementação desse elemento na rustificação. 
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Associado a redução na fotossíntese também houve uma queda rápida na 

taxa de transpiração. Em mudas rustificadas sob déficit hídrico a transpiração (E) 

variou de 3,1 mmol H2O.m-2s-1 no primeiro dia para 0,93 mmol H2O.m-2s-1 no 

último dia, esse tratamento diferenciou estatisticamente (p<0,05) do grupo 

controle rustificado a partir do oitavo dia. Enquanto que em mudas não 

rustificadas em déficit hídrico a variação foi de 2,83 mmol H2O.m-2s-1 para 0,34 

mmol H2O.m-2s-1 no último dia, diferenciando do grupo controle não rustificado a 

partir do quarto dia. Quando comparados os tratamentos de mudas rustificadas e 

não rustificadas a única diferença significativa (p<0,05) foi no quarto dia, nessa 

ocasião mudas rustificadas apresentaram E de 2,98 mmol H2O.m-2s-1  e mudas não 

rustificadas apresentaram média de 1,25 mmol H2O m-2s-1 (fig. 20). Essa tendência 

pode estar associada a ajustes metabólicos como alterações bruscas nas rotas de 

metabolismo de aminoácidos, carbono e nitrogênio (PINHEIRO et al., 2014; 

KOTTAPALLI et al., 2009).  
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Figura 20: Taxa de transpiração (E) em mudas rustificadas e não rustificadas, submetidas 

ao déficit hídrico por 14 dias. As barras representam o erro padrão (n=5). Mudas não 

rustificadas diferenciaram significativamente do controle a partir do dia 4 e as rustificadas 

a partir do dia 8 (P<0,05) 

 

A redução na taxa de transpiração é uma das respostas observadas em 

plantas sob estresse hídrico e entende-se que essa é uma das alternativas adotadas 

para se evitar a perda de água, muito embora em condições de estresse acentuado 

esse comportamento possa ocasionar o aumento da temperatura foliar e morte de 

tecidos (GALMES et al., 2007; WARREN et al., 2007; PITA e PARDOS, 2001). 

Em Eucalyptus camaldulensis foi relatado a queda de E juntamente com a queda 

em taxas de gs e essa interação aponta para uma estratégia que pode ser adotada 

pela espécie para evitar a perda de água (UTKHAO e YINGJAJAVAL, 2015). 
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Taxas de transpiração mais baixas, em decorrência do fechamento 

estomático, podem estar associadas à ação do ABA, diversos genes ativados pela 

seca foram induzidos por tratamentos exógenos de ABA, enquanto outros 

permaneceram inativos, provavelmente por serem dependentes de outros 

estímulos (YAMAGUCHI-SHINOZAKI e SHINOZAKI, 2005). Esse mecanismo 

contribui para que a planta resista as condições de déficit hídrico.  

Mudas rustificadas, sob estresse hídrico, apresentaram média de gs 

variando de 0,26 mol H2O m-2 s-1 a 0,04 mol H2O m-2 s-1. Essa taxa diferenciou 

significativamente do grupo de mudas rustificadas sem estresse (controle) a partir 

do oitavo dia (p<0,05). Mudas não rustificadas sob estresse hídrico apresentaram 

variação em gs de 0,21 mol H2O m-2 s-1 a 0,01 mol H2O m-2 s-1 esse grupo 

diferenciou do grupo não rustificado controle a partir do quarto dia.  

Quando comparados os tratamentos de mudas rustificadas e não 

rustificadas sob estresse pode-se verificar diferença significativa (p<0,05) nos dias 

4 no qual mudas rustificadas apresentaram gs de 0.23 mol H2O m-2 s-1 e mudas 

não rustificadas 0,06 mol H2O m-2 s-1 e no oitavo dia em que mudas rustificadas 

apresentaram média de 0,26 mol H2O m-2 s-1 e mudas não rustificadas 0,1 mol 

H2O m-2 s-1. A taxa de fotossíntese pode ser influenciada pela condutância 

estomática (fig. 19 e 21). Como já observado em Eucalyptus grandis, a medida 

que o estresse hídrico se torna mais severo e o potencial hídrico diminui ocorre 

também diminuição em ambas as taxas (gs e A). (BATTIE-LACLAU et al., 2014). 
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Figura 21: Condutância estomática (gs) em mudas rustificadas e não rustificadas, 

submetidas ao déficit hídrico por 14 dias. Barras representam o erro padrão (n=5). Mudas 

não rustificadas diferenciaram significativamente do grupo controle  a partir do 4° dia e 

mudas rustificadas a partir do 8°. 

 

A concentração de carbono intercelular na folha (Ci) (µmol CO2 m-2 s-1) 

variou em mudas rustificadas em estresse de 263,7 a 204,6, diferenciando das 

mudas rustificadas sem estresse (controle) apenas no último dia (P<0,05) no qual 

o tratamento controle obteve taxa de 325,3 (fig. 22). Mudas não rustificadas, sob 

déficit hídrico, obtiveram taxa de variação de Ci de 255,6 para 174,8, 

diferenciando das não rustificadas controle nos dias 4 e 12, o grupo não rustificado 

controle apresentou médias de 281,4 no 4° dia e 312,5 no 12°. Na comparação das 

mudas rustificadas e não rustificadas em estresse hídrico, houve diferença 
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significativa (P<0,05) no quarto dia no qual mudas rustificadas apresentaram 

média de 299,4 e mudas não rustificadas foi de 142,8.  
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Figura 22: Concentração de carbono (CO2) intracelular foliar em mudas rustificadas e não 

rustificadas, submetidas ao déficit hídrico por 12 dias. Barras indicam o erro padrão (n=5). 

Mudas não rustificadas diferenciaram do grupo controle no 4° e 12° dia e rustificadas no 

12° dia (P<0,05) 

 

A concentração de Ci é influenciada por fatores atmosféricos podendo ser 

mediada pela interação desses com a planta através dos estômatos, pela taxa 

fotossintética, condutância estomática e concentração de CO2 atmosférico 

(LAWSON et al., 2014). Diversos tipos de estresse ambiental ocasionam a 

redução nos níveis de Ci. Essas alterações favorecem a formação de oxigênio 

reativo celular, o qual pode permanecer nesse estado por períodos curtos (4µs em 
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água) podendo reagir com proteínas, ácidos nucleicos, pigmentos e lipídeos, além 

da morte de tecidos (HATZ, 2007). Consequentemente, níveis de enzimas 

antioxidantes podem sofrer alterações para amenizar danos provocados por essa 

espécie reativa. 

Analisando-se as enzimas SOD, CAT e MDHAR verificou-se aumento 

na atividade dessas ao longo do período que as mudas foram submetidas ao déficit 

hídrico, com diferenças significativas (P<0,05) entre as mudas rustificadas e não 

rustificadas no último dia, demonstrando que, a rustificação prepara as mudas para 

enfrentar possíveis estresses após o plantio. 

Na avaliação da atividade da enzima SOD, ao longo do período de estresse 

hídrico, verificou-se que não houve diferença estatística entre os tratamentos, no 

estresse hídrico, até o 8° dia, entretanto, no décimo segundo dia após a suspensão 

da irrigação, verificou-se um aumento significativo (p<0,01) da atividade dessa 

enzima em mudas rustificadas (fig 23) e ficou evidenciado a diferença entre as 

mudas rustificadas e não rustificadas nesse dia.  

 A enzima SOD faz parte de um grupo de enzimas antioxidantes com ação 

intracelular presente em todos os organismos aeróbios e em todos os 

compartimentos sub celulares propensos ao estresse oxidativo originado por 

espécies reativas de oxigênio (EROs). Essa enzima remove O2
- catalisando sua 

dismutação, sendo um O2
- reduzido a H2O2 e outro oxidado a O2 (GILL e 

TUTEJA, 2010). Ao comparar a ação de diferentes enzimas antioxidantes em 

Eucalyptus globulus sob estresse hídrico, SHVALEVA et al., (2005) concluíram 

que a SOD responde mais rapidamente que outros grupos de enzimas 

antioxidantes como, por exemplo, a catalase, sendo, portanto, importante na 

tolerância ao estresse de plantas por fornecer a primeira linha de defesa contra os 

efeitos tóxicos provocados pelo surgimento e acúmulo de EROs. 
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Figura 23: Atividade especifica da enzima SOD em mudas rustificadas e não rustificadas, 

submetidas ao déficit hídrico por 12 dias. Barras indicam o erro padrão da média (n=4). 

Os grupos de mudas rustificadas e não rustificadas diferenciaram significativamente do 

grupo controle a partir do 4 ° dia (P<0,05) 

 

Para a atividade da catalase, houveram diferenças significativas entre os 

tratamentos (p<0,001). Verifica-se que até o oitavo dia após o início do estresse, 

mudas em déficit hídrico apresentaram aumento na atividade da enzima, 

entretanto, com o aumento do estresse, no décimo segundo dia, foi verificado 

aumento na atividade da enzima de mudas rustificadas quando comparado com 

mudas não rustificadas e controle (não estressadas) (fig. 24). Esse resultado indica 

que essa enzima pode estar associada à resposta de plantas ao estresse causado 

pela seca. Em estudos com Pinus também foi observada maior atividade da 

catalase quando houve exposição das plantas a um estresse hídrico de mais de 14 
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dias (GAO et al., 2009), porém em alguns estudos realizados com eucalipto, 

verifica-se que essa enzima não tem alteração na sua atividade em situações de 

estresse hídrico (TURKAN et al., 2005; SHVALEVA et al., 2005).  
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Figura 24: Atividade especifica da enzima catalase em mudas rustificadas e não 

rustificadas, submetidas ao déficit hídrico por 12 dias. Barras indicam o erro padrão da 

média (n=4). Mudas não rustificadas diferenciaram significativamente do grupo controle 

a partir do 4° dia e não rustificadas a partir do 8° dia. 

 

A catalase é uma das principais enzimas de eliminação de H2O2. Essa 

enzima atua na dismutação de H2O2 em H2O e O2 possuindo alta taxa de 

dissociação sendo que uma molécula de CAT pode dismutar até 6 milhões de 

moléculas de H2O2 por minuto (GILL e TUTEJA, 2010), sendo, portanto, 

indispensável para a remoção de EROs durante condições de estresse. Em 
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comparação com outras enzimas antioxidantes, as enzimas CAT apresentam uma 

maior quantidade de clusters de codificação de isoformas apresentando, portanto, 

alta eficiência em sua síntese em Eucalyptus (TEIXEIRA et al., 2005).  

Geralmente condições ambientais estressantes são responsáveis pelo 

aumento da atividade da CAT (ZHUJUN et al., 2004; TONIN, 2005), entretanto, 

condições altamente estressantes podem acarretar em alterações estruturais nas 

proteínas e levar à diminuição na taxa de atividade enzimática caracterizando a 

sua degradação (BROETTO et al., 2002). Sendo assim, pode-se observar o 

aumento progressivo da atividade enzimática em mudas rustificadas e a queda na 

taxa de atividade de CAT em mudas não rustificadas entre os dias 8 e 12, podendo 

essa queda estar associada à inativação enzimática pelo estresse. Alterações na 

atividade de CAT também podem estar relacionadas com o aumento da taxa de 

respiração celular, podendo estar associado a alterações de vias metabólicas 

relacionadas com desenvolvimento vegetativo (WILLEKENS et al.,1994). Assim 

como já relatado por Teixeira et al. (2005), estes resultados sugerem grande 

importância da catalase para o metabolismo anti oxidativo. 

A atividade da enzima MDHAR apresentou diferença significativa entre 

os tratamentos (p<0,001), seguindo o mesmo padrão observado nas outras 

enzimas estudadas, em que as mudas rustificada apresentam maior atividade 

enzimática em comparação as mudas não rustificadas. 

A enzima MDHAR é um dos principais componentes do ciclo AsA-GSH. 

Essa enzima monomérica utiliza NADPH como doador de elétrons para reduzir o 

monodeidroascorbato (MDHA) à ascorbato (AsA) (HOSSAIN et al., 1984). Em 

Eucalyptus grandis 4 grupos foram identificados como isoformas de MDHAR, 

atuantes em diferentes locais como citosol, membrana celular e cloroplasto 

(TEIXEIRA et al., 2005). Foi verificada diferença significativa (p<0,001) na 

atividade da enzima MDHAR entre os tratamentos (fig. 25). A atividade da 
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MDHAR permanece baixa e constante nos tratamentos não submetidos ao déficit 

hídrico, entretanto, nas mudas rustificadas e não rustificadas em estresse hídrico 

observa-se aumento da atividade enzimática a partir do oitavo dia, atingindo maior 

valor no décimo segundo dia.  
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Figura 25: Atividade especifica da enzima MDHAR em mudas rustificadas e não 

rustificadas, submetidas ao déficit hídrico por 12 dias. Barras indicam o ± erro padrão da 

média (n=4). Mudas rustificadas e não rustificadas diferenciaram significativamente do 

grupo controle a partir do 4 ° dia. 

 

À medida em que o estresse se intensifica, maior é a atividade da enzima 

MDHAR e esse fator pode ser observado pelo aumento gradativo do produto 

oriundo da redução da espécie reativa MDHA pela redutase (MDHAR) gerando 

ascorbato. Resultados semelhantes foram também relatados por Gao et al. (2009). 
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Assim como a ascorbato peroxidase (APX), MDHAR possui alta atividade em 

mitocôndrias e peroxissomos de onde inativam EROs (DEL RIO et al., 2002). 

 

4 Conclusão 

 

 Conclui-se que mudas rustificadas apresentam modificações 

fisiológicas tais como atividade das enzimas antioxidantes, maior taxa de 

fotossíntese (A) e condutância estomática (gs), aumento no número de folhas 

novas e aumento do período para visualização de sintomas de murcha. Essas 

alterações podem aumentar a chance de sobrevivência, especialmente em caso da 

ocorrência de estresse hídrico severo por um período de até 14 dias após o plantio.
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ANEXO A – Tabelas de analises fisiológicas e moleculares 

 

Tabela 3 – Média de clorofila total (mg/cm2) em mudas em rustificação e não 

rustificadas. 

Tempo 

(dias) 

                              Clorofila total (mg/cm2) 

                                       Tratamentos  
Em rustificação  Não rustificada 

  

  

0 
 

0.027  Ac 
 

0.029 Ac 

4 
 

0.032  Aab 
 

0.033 Abc 
 

  

9 
 

0.029  Bbc** 
 

0.036 Ab 
 

  

14 
 

0.036  Aa 
 

0.037 Ab 
 

  

18 
24 

28  

30                                                                                           

 
 

0.033  Bab** 
0.036  Ba** 

0.031  Bab** 

0.032  Bab** 

 
 

0.042 
0.043  

 0.043 

  0.045 

Aa 
Aa 

Aa 

Aa 

 
  

 Fc  Condição 70.34                     Tempo 16.57  Cond*Tempo 10.25   

 DMS  0.0013 

 CV%  5.63 

Diferentes letras maiúsculas representam diferença estatística entre os diferentes 

tratamentos no mesmo dia (linha) e letras minúsculas representam diferenças no mesmo 

tratamento ao longo dos dias (coluna), analisados pelo teste de Tukey (P≤0,05). * 

simboliza P<0,01 e ** P<0,001 entre os diferentes tratamentos no mesmo dia.  

 

Tabela 4 – Atividade da CAT, SOD e MADHAR em mudas em rustificação (ER) 

e não rustificadas (NR). 
CAT, SOD e MDHAR  de mudas em rustificação e não rustificadas  

Dias               CAT          SOD       MDHAR  

 ER NR  ER NR  ER NR   

1 0.65 Aa 0.62 Aa  10.99 Ac 10.69 Aa  3.03 Ab 4.54 Aa  

7 0.91 Aa 0.31 Ba  17.19 Ab** 5.2   Bb  10.02 Aab 3.06 Aa  
14 0.82 Aa 0.31 Ba  16.36 Ab** 5.53 Bb   12.81 Aab 3.12 Aa  

22 1.23 Aa* 0.41 Ba  21.88 Aa** 5.36 Bb  20.01 Aa 4.58 Ba  

Fc cond.  21.15   12.01   7.81   

DMS  0.22   0.05   11.03  

CV (%)  39.4   6.58   87.2  

Diferentes letras maiúsculas representam diferença estatística entre os diferentes 

tratamentos no mesmo dia (linha) e letras minúsculas representam diferenças no mesmo 

tratamento ao longo dos dias (coluna), analisados pelo teste de Tukey (P≤0,05). * 

simboliza P<0,01 e ** P<0,001 entre os diferentes tratamentos no mesmo dia.  
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Tabela 5 –  Média das variáveis A (µMol Co2 m-2.s-1), gs (mmol CO2 m-2 s-1) E 

(mol. H2O m-2 s-1 e EUA (mol CO2 . mol H2O-1). 

Condição 

                                                                                 Tratamento 

                          Déficit hídrico                                 Controle 
 

Tempo (dias)  Tempo (dias) 
 0   4   8   12  0   4   8   12 

Rust (A)  13,66 Aa   9,95 Ba*   6,48 Ba**   3,52 Ba   12,71 Aa   13,22 Aa   12,10 Aa*   12,87 Aa** 
                         
Nrust (A)   12,32 Aa  7,11 Bb  2,95 Bb  1,17 Bb  12,25 Aa  12,24 Aa  9,52 Ab  6,76 Ab 

Rust (gs)  0,26 Aa  0,23 Aa**  0,26 Ba*  0,04 Ba  0,22 Aa  0,18 Aa  0,4 Aa  0,27 Ab*                          
Nrust (gs)   0,21 Aa   0,06 Bb   0,1 Bb   0,01 Ba   0,19 Aa   0,16 Aa   0,39 Aa   0,43 Aa 

Rust (Ci)  263,7 Aa  299,4 Aa**  312,5 Aa  204,6 Ba  261,9 Aa  280,8 Aa  322,4 Aa  325,3 Aa 
                         
Nrust (Ci)   255,6 Aa   142,8 Bb   341,5 Aa   174,8 Aa   233,4 Aa   281,4 Aa   334 Aa   312,5 Aa 

Rust (E)  3,1 Aa  2,98 Aa**  1,29 Ba  0,93 Ba  2,98 Aa  3 Aa  3,49 Aa  3,95 Aa**                          
Nrust (E)   2,83 Aa   1,25 Bb   1,43 Ba   0,34 Ba   2,94 Aa   2,72 Aa   3,3 Aa   1,45 Ab 

Rust (EUA)  4,46 Aa  3,38 Ab**  5 Aa** 
 4 Aa** 

 4,48 Aa  4,45 Aa  3,49 Ba  3,26 Ab* 

Nrust (EUA)   4,43 Aa   5,69 Aa   2,1 Ab   1,81 Bb   4,65 Aa   4,59 Aa   2,95 Aa   4,66 Aa 

Letras maiúsculas representam diferenças significativas entre as médias da condição em 

diferentes tratamentos no mesmo dia (linhas) e letras minúsculas representam diferenças 

significativas entre as condições em um tratamento no mesmo dia (coluna) analisados pelo 

teste de Tukey (P≤0,05). * simboliza P<0,01 e ** P<0,001 entre as diferentes condições 

no mesmo dia.  

 

Tabela 6 – Atividade da CAT, SOD e MADHAR ao longo do experimento. 

Condição 

                                                                                 Tratamento 

                         Déficit hídrico                             Controle 
 

Tempo (dias)  Tempo (dias) 
 0   4   8   12  0   4   8   12 

Rust (SOD)  6,72 Aa   8,38 Aa   11,94 Aa   31,33 Aa**   6,70 Aa   4,50 Ba   4,04 Bb*   4,11 Bb** 

                         
Nrust (SOD)   6,62 Aa  7,80 Aa  11,45 Aa  10,41 Ab  6,26 Aa  5,26 Ba  6,54 Ba  7,41 Ba 

Rust (CAT)  0,68 Aa   1,10 Aa**   2,91 Aa   3,96 Aa**   0,75 Aa   1,00 Aa   0,52 Ba   0,68 Ba                          
Nrust (CAT)   0,81 Aa  2,21 Ab  2,63 Aa  1,18 Ab  0,79 Aa  1,17 Ba  0,79 Ba  0,81 Aa 

Rust (MDHAR)  10,14 Aa   9,43 Aa   31,58 Aa**   54,47 Aa**   7,20 Aa   3,40 Ba   3,01 Ba   4,94 Ba 
                         
Nrust (MDHAR)   10,13 Aa  10,88 Aa  18,67 Ab  28,53 Ab  8,20 Aa  6,29 Ba  4,70 Ba  6,23 Ba 

Letras maiúsculas representam diferenças significativas entre as médias nos diferentes 

tratamentos em mesmo tempo (linhas) e letras minúsculas representam diferenças 

significativas em um só tratamento sob mesmo tempo (coluna) analisados pelo teste de 

Tukey (P≤0,05). * simboliza P<0,01 e ** P<0,001 entre as diferentes condições no mesmo 

dia.  
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ANEXO B – Ação de genes e moléculas em resposta ao estresse hídrico 

 

Tabela 7 – Relação simplificada da ação de genes e moléculas em resposta 

ao estresse hídrico. (continua) 

GENE RESPOSTA À SECA ORGANISMO AUTOR 

RD29B Controle da expressão de ABA aumentando a síntese Arabidopsis thaliana Uno et ai., 2030 

ABF3 Baixa taxa de transpiração, aumenta tolerância ao estresse Arabidopsis thaliana 
Ciarmiello, et al., 2011; Choi et al., 2000;  

Uno et al., 2000 

AREB2/ABF4 Baixa taxa de transpiração, aumenta tolerância ao estresse Arabidopsis thaliana 
Ciarmiello, et al., 2011; Choi et al., 2000;  

Uno et al., 2001 

Eucgr.L01022 Aumenta a síntese de proteínas de reparo no P511 E. camaldulensis Thumma et al. 2012 

Eucgr.000146 Aumenta a síntese de carboxipeptidase (parede celular) E. camaldulensis Thumma et al. 2012 

Eucgr.102395 Síntese de proteínas LEA E. camaldulensis Thumma et al. 2012 

Eucgr.B02163 Síntese de proteína lipase/acilhidrolase E. camaldulensis Thumma et al. 2012 

Eucgr.L02980 Sinte de heat shock protein E. cama Idulensis Thumma et al. 2012 

CUFF.15800 síntese de glicol hidrolase E. camaldulensis Thumma et al. 2012 

Eucgr.K03583 Síntese de proteína lipase/acilhidrolase E. camaldulensis Thumma et al. 2012 

Eucgr.H00093 síntese de pectina E. camaldulensis Thumma et al. 2012 

Eucgr.F04203 Fator de resposta ao etileno E. camaldulensis Thumma et al. 2012 

Eucgr.G01115 Síntese de serina carboxi peptidase E. camaldulensis Thumma et al. 2012 

Eucgr.001388 Síntese de proteínas inibidoras bifuncionais E. camaldulensis Thumma et al. 2012 

Eucgr.000148 Síntese de serina carboxi peptidase E. cama Idulensis Thumma et al. 2012 

AtGolS1 e 2 Diminuição da taxa de transpiração E. cama Idulensis Taji et. ai., 2002 

COX Síntese de glicina  Arabidopsis thaliana Nyyssola et ai., 2070 

AtNCED3 Biossíntese de ABA Arabidopsis thaliana De Block et al., 2005; luchi et al., 2001 

ERD1 
Biossíntese de ácido jasmônico 

 
Arabidopsis thaliana. 

Olias et al., 2012; Lam-Son Phan Tran et al. 

2004 

PBS3 EPSI Biossíntese AS E. globulus Jesus 20014; Zhixiang Chen et al., 2009 

Arginina 

decarboxlase 2 

(ADC2)  

Diminuição da taxa de transpiração Arabidopsis thaliana Akázar et al., 2010 

IPT 1,4,5,6 E8 Reduz níveis endógenos de citocinina Arabidopsis thaliana Kieber, J.J. e Schaller, G.E 2014 

AHP1-5 Inibidor da sinalização para citocinina Arabidopsis thaliana 
S. et al, 2012; Kieber,J.J. e Schaller,  

G.E (2014) 

AHK2, AHK3 Regula a expressão downstrean de genes Arabidopsis thaliana 
Weiqiang Li et al., 2016; Sukbong Ra  

et al., 2012 

CKKs Degrada citocina Arabidopsis thaliana Werner, T. et a I. 2001, 2003 
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PIN1, 2, 4, AUX1 Reguladores do gravitropismo radicular Arabidopsis thaliana Ruzicka et al., 2007 

ARF2 and ARF19 Regula a síntese de auxina Arabidopsis thaliana Li 1, et al. 2006; Li H, et al., 2004 

RD26 Media interação entre brasinosteroides e ABA  Arabidopsis thaliana Tang, 2015 tese 

(Conclusâo) 
 


