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RESUMO

A seca se torna cada vez mais uma das maiores preocupagdes para o setor agricola,
visto que ¢ um dos fatores que mais limita o crescimento e a produtividade das culturas. Na
tentativa de melhor entender as respostas fisiologicas e bioquimicas do eucalipto submetido a
condi¢do de seca, almejou-se com esse trabalho, comparar dois genotipos, VM1 ¢ VM5 do
hibrido Eucalyptus urophylla x Fucalyptus camaldulensis e identificar os principais pontos
que contrastam em respostas ao estresse. Além disso, verificar se déficits hidricos recorrentes
promovem alteragdes nas plantas, a ponto de deixa-las mais tolerantes quando forem expostas
a condicdo de seca. Para tanto, foram realizados dois experimentos: no primeiro, a imposi¢ao
do déficit hidrico aconteceu com a suspensao diaria da irrigagdo em cada grupo de plantas, de
forma que, ao final do sexto dia, se tinha plantas com estresse de um a seis dias, além de um
tratamento testemunha (sempre irrigado) e outro para a resiliéncia. Durante o periodo de
imposi¢do do estresse, o potencial hidrico foliar reduziu gradativamente em todos os
tratamentos, alcangando o minimo de -2,7 MPa com seis dias de déficit hidrico. Para as
variaveis de trocas gasosas observou-se que o VM5 apresentou valores maiores em todas elas.
Quanto aos aspectos bioquimicos, foi verificada uma elevagdo na concentragdo de H»O> e
MDA com o aumento do déficit hidrico em ambos genotipos. Também ndo foi verificada
diferencas entre os gendtipos com relagdo as atividades das enzimas do complexo
antioxidante, onde se observou pico de atividade no terceiro e quarto dia de déficit hidrico. O
tratamento de resiliéncia apresentou boa recupera¢do com todas as suas varidveis, mostrando
valores proximos ao controle, e 0 VM1 conseguiu recusperar mais rapido do que o VMS5. Os
dados mostram que quando se trata de tolerancia ao déficit hidrico, o clone VM1 se mostra
mais tolerante, reduzindo variavéis que confeririam maior acimulo de biomassa e ativando
antecipadamente os mecanismos de defesa. No segundo experimento, trés grupos de plantas
foram submetidas a trés ciclos diferentes de déficit hidricos, um estresse semanal, dois
estresses semanais e trés estresses semanais, durante trés semanas e, outros dois grupos foram
mantidos sempre irrigados. Apos esse periodo, as plantas foram transferidas para vasos de
3dm’ e a irrigagdo foi completamente suspensa. Nove dias apds a suspensdo completa da
irrigacdo, as plantas, principalmente aquelas que ndo passaram pelos ciclos de estresse e
aquelas que sofreram estresse uma vez por semana, se encontravam com sinais acentuados de
murcha. Aquelas que passaram por dois e trés ciclos de estresses semanais conseguiram
manter o pontencial hidrico proximo ao do controle. Quanto as variaveis que compdem as
trocas gasosas, valores que indicam melhor condi¢do de hidratagdo nas plantas, que passaram
pelos ciclos de déficit hidrico, foram observados. Os contetidos de H2O> ¢ MDA foram
significativamente reduzidos em funcdo da exposi¢do anterior ao déficit hidrico. Os resultados
obtidos demonstraram que plantas expostas a multiplos ciclos de déficit hidrico se ajustam,
potencializando os seus mecanismos de defesa, para responderem mais rapido e
vigorosamente em uma futura situagdo de seca.

Palavras-chave: Silvicultura. Eucalipto. Complexo antioxidante. Estresse abiotico.



ABSTRACT

Drought is one of the major concerns for the agricultural sector, as it is an environmental
factor that greatly limits crop growth and productivity. Focused on better understand the
physiological and biochemical responses of eucalyptus to drought conditions, two Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus camaldulensis hybrid genotypes (VM1 and VMS5) were compared in a
sought to identify the major contrasts under drought stress, as well as verify if recurrent water
deficits promote epigenetic changes capable of becoming the plants more tolerant upon next
exposures to dry condition. The first experiment performed was based on the imposition of
water deficit with daily suspension of irrigation in each group of plants. Upon sixth day plants
previously undergone to different amount of days (one to six) of drought stress were obtained
altogether with a control treatment (plants always irrigated) and another for resilience. During
the stress period, leaf water potential decreased gradually in all treatments reaching a
minimum of -2.7 MPa at sixth day of water deficit. The VM5 genotype presented the higher
values for all gas exchange variables. Regarding the biochemical aspects, as higher was the
water deficit greater the H,O, and MDA concentrations in both genotypes. No differences
were verified for antioxidant enzymes which displayed peak activity on the third and fourth
day of water deficit. The resilience treatment recovered itself after stress imposition with
values close to the control, whereas VM1 was able to recover faster than the VMS5. According
to the data, clone VM1 seems to be more tolerant because its variables responsible to confer
accumulation of biomass are reduced in water deficit but also in reason of an earlier acivation
of defense mechanisms. In the second experiment three groups of plants were submitted to
three different cycles of water deficit (one, two and three weekly stresses, respectively) during
three weeks, and two other groups were always kept well irrigated. Afterwards, plants were
transferred to 3 dm® vessels and the irrigation was completely suspended. Nine days upon
complete suspension of water supply, plants had already marked signs of wilting especially
those that did not go through stress cycles and those who suffered stress once a week. The
plants undergone to two and three cycles of weekly stresses kept their water potential close to
the control. In general, gas exchange values indicating a better hydration condition were
observed in plants undergone to early cycles of water deficit. The H,O> and MDA contents
were significantly reduced probably as a function of previous exposure to water stress.
Results show that plants exposed to multiple cycles of water deficit adjust themselves
biochemical and phisyologically, what boosts cellular defense mechanisms to respond faster
and more vigorously in future drought situations.

Key words: Silviculture. Eucalyptus. Antioxidant complex. Abiotic stress.



2.1
2.2
2.3
24
2.5
2.6

2.1

2.2

2.3
231
2.3.2
233
2.34
235
2.3.6
2.3.7
23.741
2.3.7.2
2.3.7.3

31
3.2

SUMARIO

CAPITULO 1 INTRODUCAQ GERAL ....uueeeeeriercneenccnes veressssssssesssesssssssasaes 12
INTRODUGAOQ .....oouerneeeerereneeresessesssesessssssessssssesessssssessessassssssssssssessssasssessssesses 12
REFERENCIAL TEORICO......cuciiicainssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 14
GENEIO EUCALYPIUS «.conavvvivesreriosesnissssanssssiosssssesssssiosssssesssssssasssssssssossossssossassossonses 14
Estresse ambiental.........oeeieiiiiinniiiiiniiiniinnienneinesnassessneesneesnsesssessseenes 16
DEfICit DIAYICO couuvernurreennreitinieecnettentienien e steesae s e sseesaesssessssesssssssssssees 16
Respostas da planta ao déficit hidrico ......c.ccvvveierirscrvniiicsciicissssnnnniecscsssnnnescssees 18
Ativacao de mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico.......ccceereueercrserecscnneranes 19
MemOria dO eSTrESSe ...uuueiiieeiireeiisnnessennssssunesssnesssnnsssssesssssssssssssssnsssssssssssssssasssnssses 21
REFERENCIAS .....oiuincinnicinssascassssssssssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssss 23

CAPITULO 2 CARACTERIZACAO FISIOLOGICA E BIOQUIMICA DE
GENOTIPOS CONTRASTANTES DE EUCALYPTUS SPP SUBMETIDOS AO

10003 (00 N0 £ 1) 20 (6 0 20000 28
INTRODUGAOQ .....ceoreeeeerereneereseseessesessssssessssssessssssssessessassssssssssssessssasesessssessen 30
MATERIAL E METODOS ...cucuiuernnernnensesscssensessssssssssssssssssssssssssessssssssssssess 32
Obtencao do material vegetal..........eeicicrercvnreiicinscsiosesssnnanicscssscsnnsissssssssssssssssssssses 32
Inducao do déficit hidriCo .....eeeieeiiiiiiciieeiieniinncenniieiiieniessccssesssessssssens sessssssssssssssense 33
Coleta de daAdoS......ceeeveeeiiiieriissseieiiisisnnricsssneessseriessssneesessssessssssseessssessesssseess sesee 33
Potencial hidrico do SOI0 ........eceeeueerireiiiisenrneiiisneiiineeeisneticsnneneeneseeseecsssesnenee 33
Potencial hidrico fOlIar.......eueiiivveerisisiiiiinieniiiisneiinneercsssneecsseneesssensnecsneenense 34
TTOCAS BASOSAS wevvverreressrcsaerercssssssssssossessisssssssssssssssssssssses sasssssssssassssssssssasasssssss sssoss 34
Rendimento quintico maximo do fotossistema I (FV/Fm)......cccccceeneneeicssarecsenes 35
Peroxido de hidrogenio ........ccieeveeeiesssniecseesenseisssnsesssssesosssssessssesonsasssssssossossasssse 35
Peroxidacio HPIAicCa ....ccovvvvereienisisssnnieicnssiesssssnnanisscsssssnssnissssss sossssssassossssssssssssssss 35
Enzimas do complexo antioXidante..........coucvernericicscsssnrcssnnnicssscscsssersssssssssss sonsas 36
Dismutase do SuperoxXido (SOD) ....ceeeieicrscscnneiisssssssssesssssssssssssesssssssssssssssessssses 36
Catalase (CAT) .cccciiiiiieiiciiieniisiiesssssescssssssssssssssssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssonses 36
Redutase do Monodehidroascorbato (MDHAR)........ccccceeceniinisncsssnnnssesssossssssonne 37
RESULTADOS....ccotiiuiisuicssniensiesiesssmcsssnsssanesssnsssssssssssssessstsssasssssssossssssssssssssssss 38
Porcentagem de dgua na folha e potencial hidrico foliar ............cceeevueerinunncanne. 39

TTOCAS BASOSAS wevveerieressrcsaererossssssnsssossessssssssssssssssssssssssses sasssssssssssnssssssssasasssssss ssssss 40



33

4.1
4.2
4.3
4.4

2.1
2.2
2.3
24.
241
2.4.2
243
244
245
2.5
251
2.5.2
253

31
3.2
33
34

4.1
4.2

AnAlises DIOQUIMICAS ....cocerrirvvereiesissssanieranieiisisssssnsnssessesssnsssssssssssssssassssssssssssasses 50
DISCUSSAQ.c..oucuirinisnissisissessssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssens 58
Condicao hidrica do SO10....ccccceiieiiiiiiccrrssrssnenesicsssessssssssscnsssssessssssssessessssssssssssassens 58
Porcentagem de agua nas folhas de potencial hidrico foliar................cccccuueeee... 58
TTOCAS BASOSAS wevvverrerescrcsaerercssssssnsssossessssssssssnssssssssssasssses sasssssssssssnssssssssasasssssss ssssss 59
AnAlises DioQUIMICAS ....coceivvvrvnererisisssrsnnierneieiisssssssneiesessessssasssssssssssssssassssssssssssasses 62
CONCLUSAQ ....ouintmircsnessssesss sssssssssssssnssssssssssssssss sessssssssssssssssssssssssssasns ssees 65
REFERENCIAS .....oiuimcinsicsniascassssssssssssssssssssssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssss 66

CAPITULO 3 ACLIMATACAO DE MUDAS DE EUCALIPTO A SECA
POTENCIALIZADA PELA EXPOSICAO PREVIA AO DEFICIT HIDRICO

............................................................................................................................... 72
INTRODUGAOQ .....oouvreeeeerereneeresesseessesessssssessssssesessssssessessassssssssssssessssasssessssessen 74
MATERIAL E METODOS .....cuimimcrncsssnsissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 76
Material Vegetal........ccocvvueiiiiniirsnneinnneicicnssssranicssssssssssssssasisssssssssssssssessasassssssssss 76
CiClOS dE@ ESTIESSE «ouuereuerrinreninnesnnnisnerensnnessnnsssnessnesssnnsssssanssssnessssssssssssanassssasanse 76
Imposicao do dEficit hidriCo.....iciciivnereiieinisssiereicnraricicsssssnnericssssssnsnesessassessssssaness 77
Coleta de dados......eeeeenueenieneniiienineeeniienenenienseesneesssssessssesssssssssnsssssessassasaes 78
Potencial hidrico fOliar.........iieeneinnniinieniiennrieneeeneenneeceneeessssssseesssneees 78
TTOCAS BASOSAS wevvverreressrcraerercssssssnsssossessisssssssssssssssssssssses sasssssssssasnssssssssasasssssss sasoss 78
Rendimento quintico maximo do fotossistema I (FV/Fm)......cccccceencneeicsserccsenes 78
Peroxido de hidroZenio ......c.cccieeveueeicsssniecscssenrersssniesssssesosssssessssesonsesssssssossossasssse 79
Peroxidacio HPIAicCa ....ccovvvvereicniiisisnnicicsesiesssssnnnnisicsssssnsanissssss sosssssnsassossssssssssssssss 79
Enzimas do complexo antioXidante..........coucvevverieiescsssnsscssnnricssscssssersossssssssss sonsas 79
Dismutase do Superoxido (SOD) ....ceueieicrsescnnnicssssssessessrsssssssssssesssssssssssssssessasses 80
Catalase (CAT) .cccciiiiiiciiciiienissiissssssescssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssassasssasssssonnes 80
Redutase do Monodeidroascorbato (MDHAR)......ccccceeceiicnnnininesssseccssesssssssssenne 80
RESULTADOS....coouttitiitinieenneiineesssnesssesssesssesssesssesssasssssesssesssssssassssssssssssssssssssne 81
Peso dos vasos e potencial hidriCo......ccccicrncrceneiccinirisisessnnnniicicscscnrerisssssssasesensees 81
TTOCAS BASOSAS wevvverreressrssaerercssssssnsssossessssssssssssssssssssssssses sasssssssssssnssssssssasasssssss ssssss 82
Mortalidade das PIANTAS........ccicicrcrcrniiicissssnsessnsiisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 89
AnAlises DIOQUIMICAS ....cocervrrvrereiesisssisanierneisiisisssssnenssessessssnsssssssssssssssassssssssssssasses 90
DISCUSSAQ.c..cucuiririinissisissssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 98
Peso dos vasos e potencial hidrico foliar...........eicieiervveneiciciciicsinssnnenicscscssnneneces 99

TTOCAS BASOSAS wevveerreressrcsaererossssssnsssossessissssssssssssssssssasssses sasssssssssasnssssssssasassssess ssssss 99



4.3
4.4

Mortalidade das PIANEAS........ciieicrvrcrnriinissssnsssssnsiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 101
AnAlises DIOQUIMICAS ....cocerrivrnereicsisisisnnernnisiisisssssnsieiessessssssnsssssssssssssassssssssssnsans 102
CONCLUSAQ ...currerereereerenssesssesess sessssssssssssssssssssssssessss sssesssessssssssssssssesssssss nse 104

REFERENCIAS ..eeeveeeeeveveesssesessessesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssnsassnes 105



12

CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

Espécies florestais, assim como todas as plantas perenes e sésseis, desenvolveram ao
longo da evolugdo mecanismos que lhes conferem adaptacdo para tolerar condi¢des
ambientais variaveis ¢ muitas vezes estressantes (DODD et al, 2005). Apesar dessas
adaptagdes, o ciclo de vida util dessas plantas ndo permite a elas adaptagdes genéticas rapidas
as modificGes ambientais, o que as tornam suscetiveis as mudangas climaticas (LINDNER et
al., 2010).

Nesse sentido, um dos maiores e mais anunciados efeitos das mudangas climaticas é a
diminuigdo e/ou alteragdo na distribuicdo das chuvas em todo o mundo. A seca, nesse caso,
torna-se uma das maiores preocupagdes para o setor agricola, uma vez que o déficit hidrico ¢
um dos fatores que mais limita o crescimento e a produtividade das culturas. Plantas sob
condigdes de baixa disponibilidade hidrica apresentam danos em varios processos
fisiologicos, culminando com a perda da produtividade e, em condigdes mais severas, até¢ a
mortalidade (ZHANG et al., 2014).

Com destaque na silvicultura brasileira ¢ mundial, espécies do gé€nero FEucalyptus
apresentam diferentes niveis de tolerancia ao déficit hidrico, o que esta diretamente associado
com as caracteristicas genéticas de cada espécie. De maneira geral, as espécies de Eucalyptus,
quando estdo em condigdes de déficit hidrico, possuem a tendéncia de reduzir a biomassa,
aumentar a relacdo raiz/parte aérea, aumentar a resisténcia estomatica e, por consequéncia,
reduz a transpiragdo e a fotossintese liquida (SUSILOUTO; BERNINGER, 2007).

Todos os mecanismos citados sdo iniciados devido ao reconhecimento das relagdes
hidricas solo/planta por osmoprotetores presentes nas membranas, os quais desencadeiam uma
sinalizac¢do sistémica na planta. Esta sinalizacdo, por sua vez, ativa genes funcionais que
codificam proteinas relacionadas diretamente com a homeostase celular e do organismo, tais
como proteinas quinases, que atuam no fechamento e abertura estomatica, enzimas
antioxidantes e proteinas de biossintese de osmorreguladores (KUROMORI et al., 2014).

O estresse hidrico também altera o equilibrio da cadeia de transporte de elétrons
fotossintéticos e respiratorios ¢ aumenta a taxa de fotorrespiracdo, resultando no aumento da
produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (SOFO et al., 2005). As EROs podem
desempenhar dois papéis antagonistas; se por um lado agem como mensageiros secundarios

em varios fendmenos fisiologicos importantes, por outro, podem induzir danos oxidativos sob
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varias condi¢des de estresse ambiental, como salinidade, seca, frio, metais pesados, radiagdo
UV, dentre outros, quando o equilibrio entre produ¢do e eliminagdo dessas moléculas ¢
alterado. Os danos celulares se manifestam na forma de degradacdo de biomoléculas como
pigmentos fotossintéticos, proteinas, lipidios, carboidratos e DNA, que culminam com a
morte celular. Para garantir a sobrevivéncia, as plantas desenvolveram mecanismos
antioxidantes de duas formas: i) componentes enzimaticos, composto por varias enzimas,
dentre elas a dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato
(APX), redutase do monodeidroascorbato (MDHAR), peroxidase do guaiacol (GPX) e
glutatioma redutase (GR) e; (ii) antioxidantes ndo enzimaticos como &cido ascorbico (AA),
carotenoides, flavonoides, entre outros (KAUSHIK, 2014).

Além de serem dependentes do genoétipo, severidade e duracdo do déficit hidrico
(CAVATTEE et al., 2012), as respostas a seca também podem ser moduladas por alteragdes
impostas por episoddios anteriores de seca (VIRLOUVET; FROMM, 2015, FLETA-
SORIANO; MUNNE-BOSCH, 2016). Essas respostas por eventos anteriores sdo decorrentes
de modificagdes estruturais, genéticas e bioquimicas resultantes de uma exposi¢ao ao estresse
que permitem que as plantas ‘lembrem’ eventos passados (FLETA-SORIANO; MUNNE-
BOSCH, 2016), e melhoram sua adaptacdo e resisténcia a futuros episodios de estresse
(KINOSHITA; SEKI, 2014)

Na tentativa de melhor entender os aspectos fisiologicos e bioquimicos de gendtipos
de eucalipto submetido a seca, objetivou-se com este trabalho contrapor dois gendtipos
contrastantes, VM1 e¢ VM5 do hibrido Eucalyptus urophylla x Eucalyptus camaldulensis.
Além disso, verificar se déficits hidricos recorrentes promovem alteragdes nas plantas, a

ponto de deixa-las mais tolerantes quando forem expostas a condigdes de seca.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Género Eucalyptus

A familia Myrtaceae ¢ amplamente distribuida no hemisfério sul e compreende cerca
de 144 géneros e 4.630 espécies de arvores e arbustos que se distribuem por todos os
continentes (JUDD et al., 2009). As espécies desta familia sdo utilizadas na fabricacdo de
materiais ornamentais, na producdo de frutos e Oleos essenciais, sendo exploradas
economicamente de diferentes formas (DANNER ez al., 2010; LONGUE JR.; COLODETTE,
2013; CUNHA et al., 2016). Dentre elas, destacam-se as espécies do género Eucalyptus, com
cerca de 700 espécies distribuidas principalmente na Australia, pais de origem, e cultivadas
em mais de vinte milhdes de hectares nas regides tropicais e temperadas do mundo
(GRATTAPAGLIA; KIRST, 2008).

O Brasil conta com uma das maiores areas florestais do globo, com 485,8 milhdes de
hectares, ou 58% da area do pais (SFB, 2017). Destes, apenas 7,84 milhdes de hectares
correspondem a florestas plantadas, sendo essa pequena area capaz de suprir quase 91% do
total da oferta de madeira utilizada para fins industriais e gera 6,2% do PIB industrial do pais
(IBA, 2017). Em 2016, por exemplo, a 4rea coberta por eucalipto totalizou 5,67 milhdes de
hectares (FIGURA 1).

Figura 1- Area de 4rvores plantadas no Brasil.

Milhdes (ha)
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Fonte: IBA (2017).

Atualmente, os estados com maior area plantada de florestas de eucalipto sdo Minas
Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso de Sul, com a eucaliptocultura expandindo e crescendo em
todo o pais (IBA, 2017).



15

Figura 2 - Distribuicdo e evolugdo da area plantada com eucalipto por estado brasileiro.
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Fonte: IBA (2017).

O aumento constante pela demanda de madeira e seus derivados ¢ resultado do
crescimento da populacdo, que passa a exigir uma produgdo cada vez maior, tornando-se
necessaria a utilizacdo de terras do Cerrado de qualidade inferior, porém, abundantes e de
menor prego. A expansdo da silvicultura também ¢ impulsionada pela grande demanda de
mercado das industrias moveleiras, siderurgicas e, em especial, pelo segmento de celulose e
papel, que teve investimentos realizados por empresas nacionais. A expectativa ¢ que a area
com florestas plantadas mais que dobrard entre 2020/2030, dependendo do impacto de
politicas publicas que favoregcam o incremento dos reflorestamentos (BRASIL, 2014).

O eucalipto ¢ altamente produtivo, e devido a ampla variabilidade genética, associada
com as tecnologias de manejo, ¢ possivel selecionar plantas adequadas para diferentes solos e
condigdes climéticas, permitindo rapida acumulag@o de biomassa ¢ fornecimento de madeira
para diversos fins. Por essa razdo, o eucalipto tem se tornado uma das principais espécies
florestais plantadas no pais.

Apesar da alta produtividade nacional, média 36 m* ha'! ano!, nas préximas décadas
ocorrera aumento da demanda por produtos oriundos das espécies de eucalipto, necessitando
de genotipos ainda mais produtivos e mais eficientes na utilizacdo de recursos hidricos
(OTTO et al., 2014).

A utilizagdo de clones possibilitou a formagdo de florestas com alta qualidade,
satisfazendo a necessidade industrial com o aumento da uniformizacdo da qualidade da
madeira gerada (BERGER et al., 2002), fixando as caracteristicas combinadas dos genotipos
selecionados, com as expressdes fenotipicas desejaveis e com o vigor esperado. Assim, o

grande desafio € desenvolver novas combinagdes genéticas que ndo existem na natureza, com
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a expectativa de que o novo material expresse as caracteristicas desejaveis no local de plantio
(FONSECA et al., 2010).

Dentre as combinagdes existentes, encontra-se o hibrido de Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus camaldulensis (Urocam), desenvolvido para ser cultivado no cerrado, pois agrega
as caracteristicas de tolerancia as condi¢Ges de estresse abidtico, como déficit hidrico, com as

caracteristicas de crescimento das duas espécies.

2.2 Estresse ambiental

O termo estresse ambiental geralmente tem sido utilizado para descrever o impacto de
condi¢des adversas ou influéncias ambientais desfavoraveis sobre as plantas, o que acarreta
em mudangas nas respostas fisiologicas dos individuos (LARCHER, 2006). Em condigdes
naturais, as plantas estdo frequentemente expostas ao estresse ambiental, ¢ mesmo sob
condigdes de estresse temporario, a vitalidade da planta se torna cada vez menor, conforme a
duracdo do estresse (TAIZ et al., 2017). Quando a planta alcanca o seu limite de capacidade
de ajuste, os disturbios que antes ndo se manifestavam aparecem na forma de injlrias
irreversiveis (LARCHER, 2006).

Ha varios anos, estudos vém sendo realizados na tentativa de obter informagodes sobre
as respostas e adaptagcdes das plantas a condi¢cdes adversas impostas pelo ambiente e,
atualmente, essas respostas tém grande valia, devido ao aumento dessas situagdes que podem
trazer prejuizos irreversiveis as plantas. Uma espécie estard apta a sobreviver em um
determinado ambiente, quanto maior for a sua resisténcia a todos os fatores impactantes,
quanto mais cedo esses fatores cessarem e quanto menos frequentes forem (SANTOS et al.,
2006).

As plantas sdo totalmente dependentes dos fatores bioticos e abidticos que as cercam,
sendo estes, determinantes para a sua sobrevivéncia (OLIVEIRA et al., 2006). Dessa forma,
quando expostas a condigdes estressantes sdo capazes de se ajustar em prol de uma
aclimatagdo, desenvolvendo variados mecanismos de prote¢do (HIRT, 2003; SANTOS et al.,

2006).

2.3 Déficit hidrico

O eucalipto ¢é plantado em mais de 90 paises e, no Brasil, abrange regides com as mais

variadas condigdes climaticas. Nas ultimas décadas, as plantagdes tém se expandido para
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regides mais tropicais do Nordeste e Centro-Oeste; nessas regides de terras baratas, mas com
uma estacdo seca caracterizada pelo alto déficit hidrico. O maior desafio é obter génotipos
adaptados a essas condigdes adversas (GONCALVES et al., 2013).

Os plantios clonais sdo, atualmente, uma regra na eucaliptocultura, tanto nas atuais
areas produtivas quanto nas novas fronteiras florestais. No entanto, nas areas tradicionais ha
maior seguranca quanto a adaptacdo e a capacidade produtiva dos plantios, enquanto que em
novas areas ha maiores riscos de perda de produtividade devido a estresses ambientais
distintos daqueles de onde os clones foram selecionados, sendo, de suma importancia
entender a vulnerabilidade dos clones a essas mudangas.

Dentre os principais estresses ambientais que afetam negativamente a cultura do
eucalipto, os estresses hidricos e térmicos destacam por estarem presentes nas novas fronteiras
florestais. Além desses fatores, ¢ importante considerar as variagdes de regime hidrico e
térmico intra e interanual nas atuais areas de plantio, devido as mudangas climaticas, que
impdem uma maior compreensao da sensibilidade dos clones a esses estresses (STAPE et al.,
2014).

A disponibilidade de agua no solo e¢ na atmosfera mostrou ser o principal fator que
limita a produtividade nas plantagdes de eucalipto (VILLAR et al.,, 2011). Estudos
ecofisiologicos mostraram que diferentes gendtipos diferem quanto a capacidade de tolerar a
seca. Esse fato levou a pratica atual de considerar o desempenho da planta em condi¢des
ambientais variadas durante o processo de selecdo de gendtipo (NAVARRETE-CAMPOS et
al.,2012).

A seca pode reduzir o rendimento das plantagdes de eucalipto em até um terco em
rotacOes de seis a sete anos, em locais proximos da Costa Atlantica do Brasil (ALMEIDA et
al., 2010). Entretanto, enquanto a exposi¢do a fatores, como seca, fogo e pragas, podem
reduzir a produtividade, as plantagdes de eucalipto podem ser beneficiadas pela exposi¢do a
niveis crescentes de COz atmosférico, por meio de efeitos na fotossintese e eficiéncia no uso
da agua (BOOTH, 2013).

O déficit hidrico provoca diversas respostas fisiologicas, bioquimicas e moleculares
nas plantas. Essas alteragdes levardo, inicialmente, a um estado de aclimatagdo e, mais tarde, a
medida que o estresse hidrico se intensificar, podem inibir o crescimento devido ao
fechamento dos estomatos, menor assimilagdo de CO; ¢ sintese de fotoassimilados,
diminui¢do da area foliar, menor eficiéncia fotossintética, menor expansdo radicular, entre
outras (BARTELS; SUNKAR, 2005). Além desses fatores, Eucalypfus ssp., por ser uma

espécie lenhosa, o embolismo nos vasos do xilema prejudica muito o desenvolvimento da
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planta sob déficit hidrico intenso (CHOAT et al., 2012). Com o solo seco, a tensdo nos vasos
do xilema aumenta, proporcionando maior probabilidade de cavitacdo e, consequentemente,
menor condutividade hidrica (BRODERSEN et al., 2013). Além disso, foi verificado que o
declinio na condutividade do xilema estd associado com o fechamento estomatico e

diminuigdo da eficiéncia fotossintética (MARTORELL et al., 2013).

2.4  Respostas da planta ao déficit hidrico

O estresse pode ser geralmente definido como um fator externo que exerce uma
influéncia desvantajosa sobre a planta. Esse conceito estd intimamente associado com
tolerancia ao estresse, que ¢ a capacidade da planta em suportar condi¢cdes desfavoraveis. Se a
tolerdncia aumenta em consequéncia da exposi¢do anterior ao estresse, se diz que a planta esta
aclimatada (TAIZ et al., 2017).

Em condig¢des naturais e agricolas, fatores ambientais, como temperatura do ar, podem
se tornar estressantes em apenas alguns minutos. O conteudo de 4gua no solo pode levar dias
ou semanas, enquanto outros fatores como a deficiéncia mineral do solo, podem levar meses
para se tornar estressantes. Respostas celulares ao estresse podem incluir mudangas no ciclo e
divisdo celular, na estrutura das membranas e paredes celulares e no metabolismo, de forma
geral (BRAY et al.,2001).

O déficit hidrico em plantas provoca um complexo de respostas, o qual desencadeia
uma cascata de eventos moleculares, que ¢ finalizada em varios niveis de respostas
fisiologicas e metabolicas. Em termos moleculares, o sinal de estresse, uma vez produzido
pela célula vegetal, ativa uma rota de transducdo que envia esta mensagem aos fatores de
transcrigdo, que regulam a expressdo dos genes encarregados da resposta ao estresse. A perda
do volume e da turgescéncia celular, ou a concentragdo de solutos, altera a conformagdo de
proteinas da parede celular e da membrana plasmatica da célula vegetal, ativando rotas de
transducdo de sinais que ddo lugar a expressdo de determinados genes, transformando o
fenomeno fisico do déficit hidrico em respostas bioquimicas (BRAY, 2001).

Ha algum tempo, adota-se a hipotese de que o ajuste osmodtico (osmoprote¢do) € uma
caracteristica importante de aclimatacdo que confere vantagens as plantas tolerantes ao
estresse hidrico, pois € um modo de manter o contetildo de agua da célula em niveis adequados
as fungdes fisiologicas (TAIZ complexo de respotas., 2017). No entanto, existe outra vertente
que faz ressalvas ao ajuste osmoético como um mecanismo de manutengdo da turgescéncia e

do crescimento do tecido sob deficiéncia hidrica ou estresse, pois o processo seria limitado
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pela propria fotossintese, que ¢ a fonte de solutos orgénicos, e que, em condigdes de estresse
hidrico, é reduzida (SERRAJ; SINCLAIR, 2002).

Assim, uma fungdo do ajuste osmotico poderia estar potencialmente ligada a
eliminacdo de radicais livres, mas gerando, como fungdo adicional, a retencdo de agua
(ANGELOCCI, 2002). O estresse hidrico ‘quebra’ o equilibrio oxidativo/redutivo (redox) em
varias organelas celulares, como os cloroplastos e as mitocondrias. O declinio na
funcionalidade dos cloroplastos, inevitavelmente, leva a geracdo de espécies reativas de
oxigénios.

O estresse desempenha importante papel na determinagdo de como o solo e o clima
limitam a distribui¢do de espécies vegetais. O estresse ¢ medido em relacdo a sobrevivéncia
da planta, produtividade agricola, crescimento (acimulo de massa seca) e ao processo
primario de assimilagdo (absor¢do de CO: e de minerais), que estdo relacionados ao
crescimento e desenvolvimento vegetal (TAIZ complexo de respotas., 2017).

Quando expostas a condigdes de déficit hidrico, as plantas apresentam respostas que
basicamente se resumem a trés principais eventos: percep¢do dos sinais, respostas em nivel
molecular e respostas morfofisiologicas.

Dentre os mecanismos de tolerancia ao estresse hidrico, variagdes das respostas
fisiologicas, bioquimicas, bem como estratégias de crescimento tém sido comparadas e
discutidas em relac@o as caracteristicas de tolerancia de plantas a deficiéncia hidrica no solo
(BARTELS; SUNKAR, 2005).

Alteracdes no metabolismo a nivel molecular dos vegetais provocam, dentre outras
reacdes, redugdo no teor de proteinas, como consequéncia da redugdo na sua sintese ou na
decomposicdo acentuada, resultando na liberagdo de aminoacidos. Neste caso, ha um
acréscimo da atividade da enzima glutamina sintetase, responsavel pelo metabolismo de
aminoacidos, como a prolina (FERREIRA et al., 2002). Um exemplo de redu¢do da atividade
enzimatica ¢ o decréscimo da conversdo da sacarose para amido nas folhas devido a
diminuigdo da atividade da invertase, enzima chave na conversdo de sacarose para hexoses

(SILVA; ARRABACA, 2004).
2.5 Ativacdo de mecanismos de tolerincia ao déficit hidrico
O inicio do estresse hidrico ativa alguns sensores primarios, que por sua vez, ativam as

vias citoplasmaticas, podendo acarretar em acimulo i6nico como, por exemplo, o de ions

Ca?*. Além disso, pode ocorrer a sinalizagdo para a sintese de proteinas, levando a expressio
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de genes responsivos ao estresse € a alteragdes fisiologicas (BRESSAN et al., 1998). A partir
dai, as plantas ativam mecanismos de fechamento estomatico reduzindo a transpirag@o,
mecanismo que ¢ mediado pelo acido abscisico (ABA). Esse fitohormonio ¢ sintetizado nas
raizes e translocado para as partes superiores das plantas, em especial para as folhas. O ABA
¢ entdo conduzido, na sua forma anidnica, para o interior das células dos estomatos, que sdao
induzidos a fechar, diminuindo assim, a condutancia estomatica (TAIZ et al., 2017).

A menor condutancia estomatica em fungdo da maior resisténcia as trocas de gases
leva também a menores perdas de dgua. Essa ¢ uma das primeiras respostas das plantas ao
déficit hidrico. No entanto, essa alternativa resulta em menor taxa fotossintética, uma vez que
diminui o fluxo de gases, principalmente CO, (FUJITA et al., 2004). As condi¢des de déficit
hidrico reduzem a atividade das ATPases de membrana plasmatica devido ao menor
fornecimento de ATP pela fotossintese e respiracdo. Essa diminui¢cdo no aporte de ATP esta
também relacionada a danos no aparato do fotossistema II, ocasionado pela diminui¢do da
disponibilidade de 4gua na planta (GUIDI; DEGL’INNOCENTI, 2008).

Conforme o estresse vai se intensificando, outros mecanismos sdo ativados na
tentativa de resistir a falta de agua, ocorrendo reducdo na conducdo hidraulica das raizes.
Essas modificagdes sdo acompanhadas por alteragdes na taxa de crescimento desse 6rgdo
(COSTA; SILVA et al., 2008). A tendéncia ¢ que plantas estressadas direcionem o carbono
assimilado para o sistema radicular e, dessa forma, mantenham o sistema em crescimento
ativo, permitindo a maximizagdo da absor¢do de agua (GUO et al., 2010).

Durante a evolucdo, as plantas desenvolveram varios mecanismos de aclimatacédo,
incluindo varias vias de regulagdo para superar o estresse induzido por fatores ambientais
desfavoraveis. Para que haja controle das EROs, o organismo conta com a agdo de enzimas
antioxidantes como a dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX), redutase do monodehidroascorbato (MDHAR), dentre outras, e também antioxidantes
ndo enzimaticos como ascorbato, carotenoides, antocianinas, tocoferdis e glutationa. Esses
elementos desempenham papel importante no controle de EROs (SHARMA et al., 2012).

O processo metabolico natural das plantas resulta em formacdo de substancias que, em
excesso, podem ser altamente prejudiciais as células e, consequentemente, aos tecidos. Essas
substancias podem ser as EROs, nitrogénio e enxofre (KOLUPAEYV et al., 2010). O nivel de
produc@o normal dessas moléculas pode ser alterado para niveis danosos dependendo das
condi¢cdes ambientais as quais a planta esta inserida. Essas condigdes podem alterar o balango
entre substancias oxidantes e antioxidantes, ¢ essa relagdo ¢ dependente das taxas relativas de

geracgdo e destruicdo de EROs, além do tempo de vida das suas principais espécies. Dentre os
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mecanismos de defesa das plantas, estdo a diminui¢ao na taxa de geracdo de EROs, aumento
na taxa de sua eliminagdo, aceleragdo de recuperagdo de estruturas de células danificadas,
aumento da dissipacao de calor/energia absorvida e alguns outros. Deve-se notar também que,
juntamente com as EROs, o nitrogénio reativo ¢ as espécies de enxofre desempenham um
papel essencial no desenvolvimento de estresse oxidativo na célula. Um dos principais
produtores de EROs sdo as cadeias fotossintéticas de transferéncia de elétrons que ocorrem
nos cloroplastos (DAT et al., 2000). Sob condigdes que prejudicam a fixagdo 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 ¢ oxidado pela glicolato oxidase,
formando H>O: que ¢ convertido em H>O pela enzima catalase (DINAKAR et al., 2010). Os
sistemas redox ativos, como tioredoxina e plastoquinona, podem funcionar através de vias de
transducdo de sinal ou por meio de mensageiros secundarios no citosol em resposta a estresses
abiodticos. Os sinais que surgem durante o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons
também podem alterar a expressdo de genes pela geracdo de sinais sistémicos no processo
conhecido como resisténcia sistémica adquirida (KRESLAVSKIA et al., 2012).

A espécies do género Eucalyptus possuem alta eficiéncia em eliminar EROs, fato que
¢ comprovado pela alta variedade de clusters para enzimas antioxidantes, possuindo uma das
maiores familias de genes codificantes para SOD. No total, 12 clusters foram identificados
para isoformas desse grupo de enzimas (TEIXEIRA ef al., 2005). Além disso, o género possui
6 clusters codificantes para APX, 3 para catalase, 36 para dehidroascorbato (DHAR), 2 para
glutationa redutase (GR) e 4 para MDHAR (TEIXEIRA et al., 2005).

2.6 Memoria do estresse

Alguns estudos recentes tém focado no efeito que um evento de estresse prévio tem
sob a tolerancia aos eventos de estresse subsequentes (MENEZES et al., 2017; GUEDES et
al., 2018; MARCOS et al., 2018). Assim, plantas que sofreram estresse prévio respondem
mais rapido e/ou mais forte a um estresse subsequente, seja bidtico ou abidtico (CONRATH
et al., 2006). Isso indica que as plantas tém a capacidade de memoria (stress imprint) apos o
primeiro evento de estresse. Essas respostas das plantas diante de um evento de estresse sdo
controladas a nivel molecular por mudancas na expressdo de genes, mas que ainda ndo sdo
bem entendidas (BRUCE et al., 2007). Ha evidéncias de que existem dois mecanismos de
memoria, um por acumulo de proteinas sinalizadoras e outro por acumulo de fatores de

transcricdo (CONRATH et al., 2006). Além desses, ha um terceiro mecanismo, o epigenético,
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que envolve mudancas na atividade do DNA, como por exemplo, através da metilagdo do
DNA ou modifica¢do de histonas (MADLUNG; COMALI, 2004).

Quanto ao estagio de plantas jovens, verificou-se aumento da fotoprote¢do em
Arrhenatherum elatius (L.) P. Beauv. ex J. Presl & C. Presl. quando houve a reincidéncia de
déficit hidrico, através do decréscimo da eficiéncia quantica méaxima do PSII (Fv/Fm),
indicando aumento da dissipagdo de energia para prevenir o dano oxidativo (WALTER et al.,
2011). Além disso, observou-se em uma erva daninha (Conyza bonariensis L. Cronquist) pré-
estressada com um herbicida, maior tolerdncia ao estresse oxidativo através do aumento da
atividade de enzimas antioxidantes (YE; GRESSEL, 2000).

As sementes, quando passam por um periodo de estresse, podem ser capazes de
‘memorizar’ alteragdes causadas por esse evento, ¢ desta forma, podem responder ao estresse
de forma diferenciada no estado de planta. Recentemente, alguns trabalhos tém sido
publicados sobre este tema, como foi observado em sementes de Cucumis melo L., que foram
acondicionadas em diferentes solugdes osméticas (KNO3, KH2PO4, KNO3; + KH2PO4, PEG €
manitol). Estas germinaram mais rapido e originaram plantulas com radicula e parte aérea de
comprimento maior, quando comparadas com as sementes ndo condicionadas
(NASCIMENTO, 2003). Sementes de Triticum aestivum L. pré-tratadas com solucdo salina,
foram mais tolerantes a salinidade durante todo o periodo de crescimento (IQBAL; ASHRAF,
2007); sementes de Glycine max (L.) Merr., que foram submetidas a pré-tratamento com
solugdes polietilenoglicol (PEG), com diferentes potenciais osmoticos apresentaram
estabelecimento mais rapido das plantulas (ROUHI et al., 2011); sementes de Nicotiana
tabacum L., que sofreram pré-tratamento com putrescina, apresentaram maior tolerancia ao
frio, pelo aumento da atividade de enzimas antioxidantes (XU et al., 2011).

Ainda ndo sdo bem entendidos os mecanismos pelos quais as plantas, principalmente
as arboreas, conseguem tolerar ciclos recorrentes de déficit hidrico, desde o estagio de
sementes até o porte de plantas jovens, uma vez que a maioria dos trabalhos publicados
abordam poucos parametros isoladamente. Assim, estudos que abordam dados de germinagao,
trocas gasosas, andlises bioquimicas, avaliagdo enzimatica e biometria, poderiam,

coletivamente, auxiliarem neste entendimento.
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CAPITULO 2 CARACTERIZACAO FISIOLOGICA E BIOQUIMICA DE
GENOTIPOS CONTRASTANTES DE EUCALYPTUS SPP
SUBMETIDOS AO DEFICIT HIDRICO

RESUMO

Com destaque na silvicultura brasileira ¢ mundial, espécies do gé€nero FEucalyptus
apresentam diferentes niveis de tolerancia ao déficit hidrico, o que esta diretamentte associado
com as caracteristicas genéticas de cada espécie. Nesse sentido, objetivou-se com o presente
estudo, comparar dois clones do hibrido E. urophylla x E. camaldulensis ¢ identificar os
principais fatores fisiologicos e bioquimicos que contrastam os clones VM1 e VMS5. Foram
utilizadas 96 plantas para cada clone, sendo estas divididas em 8 tratamentos com 12 plantas
cada. A imposi¢ao do déficit hidrico aconteceu com a suspensdo diaria da irrigagdo em cada
tratamento, de forma sequenciada, onde no final do sexto dia, tinha-se tratamentos com
estresse de um a seis dias, além de um tratamento testemunha (sempre irrigado) e outro para a
resiléncia. Durante o periodo do estresse, o potencial hidrico foliar reduziu gradativamente em
todos os tratamentos apresentando valor minimo de -2,7 MPa no sexto dia. Para as variaveis
de trocas gasosas, observou-se que o VM5 apresentou valores maiores em todas elas, ¢ o
aumento dos dias de estresse provocou redugdo nestas mesmas variaveis, chegando ao seu
minimo no sexto dia de déficit hidrico. Quanto aos aspectos bioquimicos, os tratamentos que
ficaram mais dias sob déficit hidrico apresentaram elevacdo nos niveis de H»O> e na
peroxidagdo lipidica. A atividades das enzimas do complexo antioxidante apresentaram pico
de atividade no terceiro e quarto dia apds o inicio do déficit hidrico. O tratamento de
resiliéncia apresentou boa recuperacdo com todas as suas variaveis, mostrando valores
proximos ao controle. Os dados mostram que o clone VM5 apresentou caracteristicas de
crescimento melhores do que o VM1, no entanto, quando se trata de tolerancia ao déficit
hidrico, o clone VM1 se mostrou mais tolerante, reduzindo variavéis que confeririam maior
acumulo de biomassa ¢ ativando antecipadamente os mecanismos de defesa.

Palavras-chave: Eucalipto. Silvicultura. Estresse abidtico. Trocas gasosas.
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ABSTRACT

With emphasis on Brazilian and world forestry, species of the genus Eucalyptus
present different levels of tolerance to the water deficit, which is directly associated with the
genetic characteristics of each species. In this sense, the objective of this study was to
compare physiologically and biochemically two clones of the hybrid E. urophylla x E.
camaldulensis and to identify the main factors that contrast between the clones VM1
(tolerant) and VMS5 (sensitive). From each clone were used 96 plants, which were divided into
8 treatments with 12 plants each. The imposition of the water deficit occurred with the daily
suspension of irrigation in each treatment, so that at the end of the sixth day there were
treatments with stress from one to six days, in addition to a control treatment (always
irrigated) and another to the resilience. During the stress period, leaf water potential decreased
gradually in all treatments reaching the minimum value of -2.7 MPa with six days of water
deficit. For the variables of gas exchange it was observed that the VM5 presented higher
values in all of them, and the increase of the days of stress caused reduction for these same
variables, reaching their minimum on the sixth day of water deficit. Concerning the
biochemical aspects, the treatments that remained more days under water deficit showed an
increase in HyO: levels and lipid peroxidation. The activity of the antioxidant complex
enzymes showed peak activity on the third and fourth day of water deficit. The resilience
treatment presented good recovery with all its variables, showing values close to the control.
In addition, clone VM1 was able to recover with greater vigor than VMS5. The data show that
the VM5 clone presented better growth characteristics than VM1, however, when it comes to
tolerance to water deficit the clone VM1 was more tolerant, reducing the variables that would
give greater accumulation of biomass and activating in advance the mechanisms of defense.

Key words: Eucalypts. Silviculture. Abiotic stress. Gas exchange.
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1 INTRODUCAO

O género Eucalyptus compreende mais de 700 espécies distribuidas principalmente na
Austrélia, pais de origem, e cultivada em mais de vinte milhdes de hectares nas regides
tropicais e temperadas do mundo (GRATTAPAGLIA; KIRST, 2008).

No Brasil, o eucalipto ¢ altamente produtivo, e devido a ampla variabilidade genética,
associada as tecnologias de manejo, ¢ possivel selecionar plantas adequadas para diferentes
solos e condi¢des climaticas, permitindo rapida acumulagdo de biomassa e fornecimento de
madeira para diversos fins. Por essa razdo, o eucalipto tem se tornado uma das principais
espécies florestais plantadas no pais.

Apesar da alta produtividade nacional (36 m® ha! ano™'), nas préximas décadas, a
tendéncia é que ocorra aumento da demanda por produtos oriundos das espécies de eucalipto,
necessitando assim, de genotipos ainda mais produtivos e mais eficientes na utilizacdo de
recursos hidricos (OTTO et al., 2014). Processos fisioldgicos sdo modificados em condigdes
de estresse hidrico. Tais processos englobam a abertura e fechamento estomatico,
transpiragdo, respiragdo, fotossintese, producdo de acido abscisico (ABA), abscisdo foliar e
ajuste osmotico. Além disso, graves danos que prejudicam o crescimento vegetal, como a
diminui¢do da expansdo celular, sdo causados pela deficiéncia hidrica (TAIZ et al., 2017).

As respostas das plantas em condigdes de déficit hidrico sdo altamente complexas,
pois envolvem alteragdes em diferentes locais, como também em diferentes escalas de tempo
em relagdo ao desenvolvimento da planta. A intensidade, duracdo ¢ a taxa de evolucdo do
estresse infuenciam as respostas das plantas a escassez de agua, pois esses fatores determinam
se os processos de mitigagdo relacionados com a aclimatagdo ocorrerdo ou ndo (CHAVES;
FLEXAS; PINHEIRO, 2009).

Os sintomas de deficiéncia hidrica no eucalipto sdo mais drasticos e visiveis na fase de
muda (SILVA et al., 2004), afetando seu desenvolvimento inicial. Dessa forma, os estudos
das relagdes entre desenvolvimento, crescimento ¢ deficéncia hidrica nas espécies de
Eucalyptus ssp. durante a fase de muda, assume primordial relevancia para que ndo seja
afetado o crescimento ¢ o desenvolvimento da muda no viveiro e, consequentemente, o
sucesso na implantagdo da floresta.

Os programas de melhoramento genético do eucalipto tém alcancado avangos
significativos na obtencdo de progénies com ganhos genéticos, principalmente em relagcdo ao
crescimento, adaptacdo e tolerdncia a diversos estresses (ROCHA et al, 2007).

Hipotetizando que gendtipos contrastantes seriam diferentemente afetados pelo déficit hidrico
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¢ na tentativa de melhor entender as alteragdes fisiologicas do hibrido Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus camaldulensis, em condigdes de seca, objetivou-se com este trabalho comparar
dois clones do hibrido VM1 e VMS5 e, assim, identificar os principais fatores fisiologicos ¢

bioquimicos que contrastam entre um clone e outro em condigdes de déficit hidrico.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Obtencgido do material vegetal

Plantas de dois clones do hibrido Eucalyptus urophylla x Eucalyptus camaldulensis
(VM 1: tolerante ao déficit hidrico e VM 5: sensivel ao déficit hidrico) foram estabelecidas in
vitro e, em seguida, clonadas para obtengdo do material vegetal necessario para o experimento
de déficit hidrico.

O meio inicial de multiplicacdo foi constituido de sais e vitaminas do meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de sacarose (20 g L) e dos reguladores 4cido 3-
indolacético (AIA) e 6-benzilaminopurina (BAP) e geleificado com 1,7 g L' de Phytagel®.
Posteriormente, as plantas foram transferidas para o meio de cultura contendo sais e vitaminas
do meio WPM (WOOD PLANT MEDIUM; LLOYD; MC COWN, 1981) suplementado com
20,0 gL' de sacarose, 0,5 mg L' de BAP e 0,02 mg L' de 4acido naftalenoacético (ANA),
para obtengdo de microcepas (tufos contendo intimeros brotos de tamanho reduzido, + 3,0
mm).

As microcepas formadas foram inoculadas em meio de cultura de alongamento
contendo 20 g L' de glicose e a combinacdo dos seguintes reguladores de crescimento: 0,1
mg L' ANA, 0,1 mg L' de acido indolbutirico (AIB) e 0,01 mg L de BAP. Ao longo do
periodo de cultivo, as microestacas com tamanho aproximado de 2,0 cm foram cortadas e
transferidas para meio de enraizamento constituido de WPM (' sais), 15 g L' de glicose e
mesma concentragdo dos reguladores da etapa de alongamento. Ainda no meio de
enraizamento, as microestacas tiveram seus apices cortados para retirada da dominancia
apical, multiplicacdo e uniformizacdo do tamanho final das plantas.

Para a aclimatizagdo em casa de vegetacdo, as plantas com aproximadamente 3,0 cm
de altura e com raizes bem desenvolvidas foram inicialmente transferidas para bandejas de
plastico (342 x 240 x 115 mm) contendo vermiculita e protegidas com saco pléstico para a
manutengdo da umidade por 15 dias, formando assimm uma miniestufa. Durante este periodo,
as plantas foram irrigadas e adubadas constantemente e o saco plastico aberto
progressivamente, através de cortes em suas laterais.

Em seguida, as plantas foram transplantadas para potes de 770 mL contendo latossolo
vermelho (TABELA 1) e irrigados em sua capacidade de campo por quatro semanas.
Ressalta-se que todos os potes foram preenchidos com a mesma quantidade de solo (600 g de

solo seco) para uniformizagdo do experimento.
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Tabela 1- Andlise do solo utilizado no experimento de déficit hidrico.

Classe Hz Profundidade pH K Ca Mg Al H+Al SiO; AlLOs Fe;O3 CO

____________ -3 0
eme- cmo}_dm _/0 - g/kg
LvVdf A 0-26 5,6 0,16 2,50 1,80 0,10 3,62 22,27
12,25 2 4
O Bw  26-122+ 58 0,01 0,10 020 0,00 1,66 25 29,65 30,3 6,84

0 LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico
Fonte: Do autor (2019).

2.2 Inducio do déficit hidrico

A irrigagdo foi suspensa diariamente, um tratamento por vez, comegando pelo T6
(QUADRO 1), de modo que ao final do experimento havia tratamento com um (T1), dois
(T2), trés (T3), quatro (T4), cinco (T5) e seis dias (T6) sem irrigagdo, além do tratamento
controle (sempre irrigado) e a resiliéncia (plantas com seis dias sem irrigacdo, reidratadas e
analisadas apds 48h de reidratacdo), totalizando oito tramentos, montados em blocos
casualizados, em esquema fatorial duplo (Clones x Déficit Hidrico), quatro repeticdes com

cada uma composta por trés plantas, totalizando 192 plantas.

Quadro 1- Modo de irrigacdo dos tratamentos.

Tratamento Dias de déficit hidrico

1 12 |3 |4 |5 |6
Controle IR|IR|IR|IR|IR|IR
T1 IR|IR|IR|IR|IR
T2 IR|IR|IR|IR
T3 IR| IR | IR
T4 IR | IR
T5 IR
T6
Resiliéncia IR

*IR = Irrigado

Fonte: Do autor (2019)

2.3 Coleta de dados

2.3.1 Potencial hidrico do solo

No sexto dia de experimento todos os vasos foram pesados em balanga com precisao

de 0,1 g, com o intuito de determinar o potencial hidrico do solo de acordo com a equagdo de

duplo Van Genuchten (FIGURA 1).
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Figura 1 — Representagdo grafica da equag@o de duplo Van Genuchten para o solo.
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2.3.2 Potencial hidrico foliar

O potencial hidrico das plantas foi determinado a partir da coleta de folhas expandidas
¢ a avalia¢do utilizando-se a bomba de Scholander. As leituras foram realizadas do periodo de

04:00 a 06:00 horas da manha e os resultados expressos em MPa.

2.3.3 Trocas gasosas

A taxa de assimilacdo liquida de CO: (4), a condutancia estomatica (gs), a taxa
transpiratoria (E), concentragdo de carbono interno (Ci), eficiéncia instantanea no uso da agua
(EiUA — A/E, calculada relacionando a fotossintese e transpiracdo), eficiéncia instantanea de
carboxilagdo (EiC — A/Ci, a partir das relagdes entre fotossintese e concentracdo interna
carbono) foram determinadas nas folhas mais jovens completamente expandidas a partir do
apice caulinar, por intermédio de um analisador de gases a infravermelho (IRGA; modelo
portatil LI-6400xt, LI-COR Biosciences Inc., Lincon, Nebraska, USA). As medi¢Ges

aconteceram entre 08:00 ¢ 11:00 horas da manha, em casa de vegetacdo, utilizando radiagdo
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fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1.200 pmol fotons m?s') e 380 umol CO, mol™,
sob condi¢des de temperatura e umidade ambiente.

2.3.4 Rendimento quiantico maximo do fotossistema II (Fv/Fm)

O rendimento quantico maximo do fotossistema II foi determinado com um
fluordmetro portatil (Mini-PAM; Walz; Alemanha) e as medidas feitas nas mesmas mudas e
folhas em que foram realizadas as analises das trocas gasosas. Para efetuar a avaliacdo, as
folhas foram adaptadas ao escuro por um periodo de 30 minutos, utilizando-se pingas
adequadas ao equipamento segundo metodologia proposta por Strasser et al. (2000).
Determinou-se a fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fm) e eficiéncia quantica
do fotossistema II, dada pela razdo Fv/Fm. A fluorescéncia varidvel (Fv) foi dada pela

diferenca entre Fo e Fm.

2.3.5 Peroxido de hidrogénio

A quantificacdo de H>O> foi realizada segundo a metodologia proposta por Velikova,
Yordanov e Edreva (2000), onde 100 mg de tecido vegetal foram macerados em nitrogénio
liquido, homogeneizados em acido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e centrifugados a 12.000
g por 15 minutos, a 4 °C. Uma aliquota do sobrenadante foi adicionada ao meio de reagéo
composto por tampao fosfato de potassio 2,5 mM (pH 7,0) e iodeto de potassio (KI) 0,5 M. A
concentracdo de H>O: foi determinada pela absorbancia das amostras a 390 nm, com base na

curva-padrdo de H,O».

2.3.6 Peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies reativas
ao acido tiobarbitirico (TBA), conforme descrito por Buege ¢ Aust (1978). Duzentos
miligramas de tecido foliar foram macerados em N: liquido acrescido de 20% de
Polivinilpolipirrolidona (PVPP) (m/v) e homogeneizados em TCA 0,1% (m/v). O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g, por 10 minutos. Uma aliquota do sobrenadante
foi adicionada ao meio de reagdo contendo TBA 0,5% (m/v) e TCA 10% (m/v), incubando-se,
em seguida, a 95 °C, por 30 minutos. A paralisacdo da reagdo ocorreu pelo resfriamento

rapido em gelo e as leituras foram realizadas a 535 nm e 600 nm. A concentragdo do
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complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equagdo: [MDA] = (A535 — A600)/(&.b), em

que: & (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10 cm™); b (comprimento ético = 1).

2.3.7 Enzimas do complexo antioxidante

Para as analises enzimaticas foram coletadas duas folhas, completamente expandidas,
do terg¢o superior de cada planta ¢ imediatamente congeladas em N liquido. O pool de
amostras foi armazenado em ultrafreezer (-80 °C) até o momento da extracao.

A extracdo para a quantificacdo da atividade enzimadtica foi realizada conforme
protocolo de Biemelt ef al. (1998), sendo utilizado 0,2 g de cada amostra previamente
triturada, as quais foram maceradas em N> liquido utilizando cadinho e pistilo. Apds a
maceracdo, foi adicionado as amostras, 1,5 ml de tampdo de extragdo contendo fosfato de
potassio 0,1 M (pH7,8), EDTA 0,1 mM (pH 7,0), acido ascorbico 0,01 M e 22 mg de PVPP.
A amostra foi entdo centrifugada a 15.000 g durante 15 minutos. O sobrenadante foi coletado
e mantido a -80 °C. Para todas as analises, foi utilizado o espectrofotometro Epoch
microplate, modelo Biotek. Para cada uma das 4 repeticdes bioldgicas, foi realizada uma

triplicata técnica.

2.3.7.1 Dismutase do Superdxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducio
do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Para tanto, uma aliquota
de 10 pL dos extratos foi adicionada ao meio de incubacdo composto por fosfato de potassio
50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. As
placas com o meio de reacdo ¢ as amostras foram iluminadas por 7 minutos, com uma
lampada fluorescente de 20 W ¢ as leituras foram realizadas a 560 nm. A atividade foi dada

em unidade de SOD mg™! MF.

2.3.7.2 Catalase (CAT)

A CAT foi avaliada segundo metodologia proposta por Havir e McHale (1987), em
que 9 uL do extrato enzimatico foram adicionados ao meio de incubagdo contendo fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,0), previamente incubado a 30 °C. Imediatamente antes das leituras,

adicionou-se o H>O» (12,5 mM), para dar inicio a reagdo. A atividade dessa enzima foi
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determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, realizada de 15 em 15 segundos, por 3
minutos, monitorada pelo consumo de H>O; e o coeficiente de extingdo molar utilizado foi de
36 mM cm'.

2.3.7.3 Redutase do Monodehidroascorbato (MDHAR)

A atividade da MDHAR foi determinada de acordo com Hossain et al. (1984), pela
reducdo da absorbancia em fung¢do da oxida¢do da nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADH). Para tanto, uma aliquita de 20 pL do extrato enzimatico foi adicionada ao tampao
de incubacdo composto por Tris-HCl 50 mM, (pH 7,6), ascorbato 2,5 mM e agua destilada.
Imediatamente antes da leitura, foi adicionado NADH 0,1 mM. As leituras foram feitas a 340
nm de 15 em 15 segundos durante 3 minutos, utilizando o coeficiente de extingdo molar de

6,2 mM cm™\.
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3 RESULTADOS

Ao pesar os vasos no final do experimento, observou-se redugdo gradativa do
conteudo de agua, refletindo diretamente no potencial hidrico do solo e, por consequéncia, na

disponibilidade de 4gua para planta (TABELA 2).

Tabela 2 - Peso dos vasos (PV), teor de agua (A) e potencial hidrico do solo no momento das
coletas (Yw).

PV (g) A (%) Yw (kPa)
VM1 VM5 VM1 VM5 VM1 VM5
Controle 903 908 50,50 51,33 -0,75  -0,68

Tratamento

T1 851 842 41,83 40,33 -1,90 -2,10
T2 775 794 29,17 3233 -1791 -733
T3 735 752 22,50 2533 <-1500 -500
T4 713 715 18,83 19,17 <-1500 <-1500
T5 697 697 16,17 16,17 <-1500 <-1500
T6 682 684 13,63 14,00 <-1500 <-1500
Resiliéncia 854 858 4233 4333 -1,7 - 1,52

Fonte: Do autor (2019).

Observando as imagens das plantas no momento da pesagem, ¢ possivel verificar que
abaixo de 19,17% de umidade (T4) as plantas comecaram a apresentar murcha visual, com

sintomas proeminentes nos tratamentos T4, TS5 e T6 em ambos os clones (FIGURA 2).

Figura 2 - Aspecto visual das plantas dos dois clones contrastantes (Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus camaldulensis), ao longo do experimento de déficit hidrico. A) Plantas
do clone VM1; B) Plantas do clone VM5.

Fonte: Do autor (2019).



39

3.1 Porcentagem de agua na folha e potencial hidrico foliar

Quanto a porcentagem de agua nas folhas e ao potencial hidrico foliar, a andlise de
variancia revelou diferencas significativas apenas entre os tratamentos. Mostrando redugdo
significativa do contetido de dgua no tecido foliar nas plantas que ficaram por seis dias sem

irrigacdo (FIGURA 3A e 3B).

Figura 3 - Porcentagem de agua na folha dos dois clones de eucalipto (VM1 e VMS)
submetidos a sete niveis de déficit hidrico (A) e apos a reidratagdo (B); Potencial
hidrico foliar dos dois clones de eucalipto (VM1 ¢ VMS5) submetidos a sete niveis
de déficit hidrico (C) e apos a reidratagdo (D) durante 48h. Letras iguais ndo
diferem os tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). Barras
indicam o erro padrdo (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).

d

Potencial hidrico foliar (MPa)

Ap0s a reidratagdo as plantas recuperaram a turgescéncia apresentando porcentagem
de agua em torno de 80% (FIGURA 3B).
O potencial hidrico foliar (WPw) alterou bastante com o passar dos dias, tendo

alcancado valores entre -1,35 e -2,7 MPa nas plantas do grupo TS5 e T6, respectivamente
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(FIGURA 3C), nao diferindo entre os clones VM1 e VMS5. Semelhante a porcentagem de
agua nas folhas, o potencial hidrico foliar foi reestabelecido para valores proxmos a zero,

indicando aumento da hidratagdo das plantas (FIGURA 3D).

3.2  Trocas gasosas

Quanto as variaveis que compdem as trocas gasosas, foram observadas alteragdes
significativas em todas elas. Para a condutancia estomatica foram observadas diferengas
significativas entre os clones e entre os niveis de estresse, ndo verificando interacdo
significativa entre os fatores. Quanto a resiliéncia verificou-se diferenca significativa apenas
entre os tratamentos, ndo constatando diferencas significativas entre os clones. Comparando
os clones durante o periodo de estresse hidrico verificou-se maior gs no clone VM5 (FIGURA
4).

Figura 4 - Condutancia estomatica dos clones VM1 e VM5 submetidos a diferentes dias de
déficit hidrico. As letras comparam os clones de acordo com o teste de Scott-
Knott (p< 0,05). Barras indicam o erro padrao (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).

Para os niveis de déficit hidrico, observa-se que plantas com até trés dias de déficit
hidrico ndo apresentaram reducdo da gs significativa em relagdo ao controle. Sendo observado
redugdo significativa da gs a partir do quarto dia da suspensdo da irrigacdo, alcangando o

minimo nas plantas que ficaram por seis dias sem serem irrigadas (FIGURA 5A).
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Figura 5 - (A) Condutancia estomatica dos dois clones de eucalipto (VM1 e VMS5) submetidos
a sete niveis de déficit hidrico; (B) Condutancia estomatica dos clones VM1 ¢ VM5
em condi¢des de estresse severo (T6) e apds a reidratagdo (Resiliéncia) durante
48h. Tanto em A, como em B, letras iguais ndo diferem os tratamentos de acordo
com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). Barras indicam o erro padrdo (n= 4).
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Nas plantas reidratadas a condutancia estomatica comegou a ser reestabelecida, porém,
as 48h ndo foram suficientes para voltar ao nivel do controle apresentado na Figura S5A
(FIGURA 5B).

Quanto a transpiragdo, ndo houve interagdo significativa entre os fatores estudados. No
entanto, cada um dos fatores isolamente interferiu de forma significativa nessa variavel. No
periodo de reidratacdo foi verificado interagdo significativa entre os fatores.

Sob déficit hidrico, verificou-se que o VMS5 apresentou suas taxas transpiratorias

significativamente superiores ao VM1 (FIGURA 6).
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Figura 6 - Transpiragdo dos clones VM1 e VM5 submetidos A dias de déficit hidrico. As

letras comparam os clones de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). Barras
indicam o erro padrdo (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).

Ao observar as taxas transpiratorias em fun¢@o dos niveis de déficit hidrico, verificou-

se uma reducdo significativa a partir do quarto dia de déficit hidrico, chegando ao minimo de

0,3 mmol HO m™ s!' quando submetida a seis dias sem irrigagio (FIGURA 7A).

Figura 7 - (A) Transpiragdo dos dois clones de eucalipto (VM1 e VMS5) submetidos a sete

Transpiragdo (mmol HyO m> s'l)

—
(=)

co
L

niveis de déficit hidrico; (B) Transpiracdo de plantas dos clones VM1 e VM5 em
condigdes de estresse severo (T6) e apos a reidratacdo (Resiliéncia) durante 48h.
Em A, letras iguais ndo diferem os tratamentos, em B letras maiusculas comparar
os tratamentos dentro de um mesmo clone, enquando que as letras mintisculas
comparam os clones dentro de um mesmo tratamento de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05). Barras indicam o erro padrao (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).



43

Durante o periodo de 48h de reidratacdo, fica notavel que as plantas reidratadas
apresentaram taxas transpiratorias maiores do que aquelas que ficaram seis dias sob déficit
hidrico. Comparando os clones dentro de cada condigdo, observou que o VM1 reestabeleceu
as taxas transpiratorias primeiro do que o VM5 (FIGURA 7B).

O clone VM5, por apresentar maior condutancia estomatica e maior transpiragao,

naturalmente, mostrou também maior fotossintese em relacdo ao clone VM1 (FIGURA 8).

Figura 8 - Fotossintese dos clones VM1 e VM5 submetidos ao déficit hidrico. As letras

comparam os clones de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). Barras
indicam o erro padrao (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).

Quanto aos tratamentos de déficit hidrico, o aumento gradativo do estresse ao longo
dos dias causou redugdes significativas na fotossintese a partir do quarto dia sem irrigag@o,
com destaque para o grupo de plantas com seis dias de déficit hidrico, onde foi observado

redugdo em torno de 88%, quando comparada ao controle (FIGURA 9A).
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Figura 9 - (A) Fotossintese dos dois clones de eucalipto (VM1 e VMS5) submetidos a sete
niveis de déficit hidrico; (B) Fotossintese de plantas dos clones VM1 ¢ VM5 em
condicoes de estresse severo (T6) e apos a reidratagdo (Resiliéncia) durante 48h.
Em A, letras iguais ndo diferem os tratamentos, em B letras maitusculas comparar
os tratamentos dentro de um mesmo clone, enquando que as letras minisculas
comparam os clones dentro de um mesmo tratamento de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05). Barras indicam o erro padrdo (n=4).
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Fonte: Do autor (2019).

Assim como observado para condutdncia estomatica e transpiracdo, a taxa
fotossintética nas plantas reidratadas comegaram a ser reestabelecidas, no entanto, o tempo de
reidratagdo, 48h, ndo foi suficiente para que a fotossintese retornasse ao nivel de controle.
Obersvou-se também, que o VM1 apds a reidratacdo, apresentou taxas fotossintéticas mais
altas do que VM5 (FIGURA 9B).

No trabalho apresentado, a eficiéncia de carbolixa¢cdo maxima, nas devidas condigdes,
foi alcangada por plantas com trés dias de déficit hidrico (T3). Por outro lado, os menores
valores para essa variavel foram medidos em plantas com cinco e seis dias de déficit hidrico,
destacando as plantas do grupo T6, que apresentaram reducdo de 79,37% em comparagdo com

o controle (FIGURA 10A).
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Figura 10 - (A) Eficiéncia Instantanea de Carboxiliacdo (EiC) dos dois clones de eucalipto
(VM1 e VMS5) submetidos a sete niveis de déficit hidrico; (B) EiC de plantas
dos clones VM1 e VM5 em condicdes de estresse severo (T6) e apos a
reidratagdo (Resiliéncia) durante 48h. Tanto em A, como em B, letras iguais ndo
diferem os tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). Barras
indicam o erro padrdo (n= 4).
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Para as plantas reidratadas ndo foram observadas diferengas significativas entre os
clones, verificando que ambos os genotipos aumentaram significativamente a EiC quando
foram reidratados (FIGURA 10 B).

Para a Eficiéncia Instantinea no Uso da Agua (EiUA), foi observada interagdo
significativa entre os dois fatores (Clones x Dias de déficit hidrico), tanto no periodo de
imposigao do déficit hidrico, quando apos as 48h de reidratacdo. Ao observar separadamente
todos os tratamentos do clone VM1 sob déficit hidrico, ¢ possivel destacar as plantas do grupo
T4 e TS, por terem apresentado maior EiUA em relagdo as demais do mesmo clone. Para o
clone VM5, as plantas do grupo T6 foram as que apresentaram maiores valores para essa
mesma varidvel (FIGURA 11A).

Comparando-se os clones dentro de um mesmo tratamento, nota-se que no T6, o clone

VMS apresentou maior eficiéncia no uso da dgua do que o VM1 (FIGURA 11A).
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Figura 11 - (A) Eficiéncia Instantinea no Uso da Agua dos dois clones de eucalipto (VM1 e
VMS) submetidos a sete niveis de déficit hidrico; (B) Eficiéncia Instantdnea no
Uso da Agua de plantas dos clones VM1 e VM5 em condi¢des de estresse severo
(T6) e apds a reidratacdo (Resiliéncia) durante 48h. Tanto em A quanto em B,
letras iguais ndo diferem os tratamentos, letras maitsculas comparam os
tratamentos dentro de um mesmo clone, enquando que as letras minusculas
comparam os clones dentro de um mesmo tratamento de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05). Barras indicam o erro padrao (n= 4).
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Quando as plantas foram reidratadas (Resiliéncia), verificou-se que, enquanto se
recuperavam, as plantas do VM1 apresentaram maior EiUA do que o VM5 (FIGURA 11B).
O rendimento quantico da clorofila foi pouco alterado durante o periodo de déficit

hidrico, apresentando reducdo apenas no nivel mais severo de estresse (T6) (FIGURA 12A).
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Figura 12 - (A) Rendimento quantico da fluorescéncia da clorofila a (Fv/Fm) dos dois clones
de eucalipto (VM1 e VMS5) submetidos a sete niveis de déficit hidrico; (B)
Rendimento quantico da fluorescéncia da clorofila (Fv/Fm) de plantas dos clones
VM1 e VM5 em condi¢des de estresse severo (T6) e apds a reidratagdo
(Resiliéncia) durante 48h. Tanto em A, como em B, letras iguais ndo diferem os
tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). Barras indicam o erro
padrdo (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).

Ap0s a reidratagdo por 48h, observou aumento da eficiéncia quantica nos dois clones,
ndo havendo diferengas significativas eles (FIGURA 12B).

Como relatado anteriormente, corroborado pelo trabalho de Silva et al. (2016), as
plantas do clone VM1 apresentam maior capacidade de manutengdo do status hidrico em
condi¢do de déficit hidrico, embora seja menos produtiva. A maior capacidade do status
hidrico e da recuperag@o do clone VM1, apds um evento de seca, pode ser mostrado na Figura

13.
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Figura 13 - Plantas dos clones VM1 ¢ VM5 com seis dias de déficit hidrico (A), plantas do
clone VM1 (B) e do VM5 (C) apos seis dias de déficit hidrico reidratadas por
48h. Barras indicam o erro padrdo (n=4).
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Fonte: Do autor (2019).

Quanto ao actimulo de biomassa foi possivel observar que o clone VMS5,
disponibilizou mais ou moléculas de CO2 para o acimulo de massa seca do que o VM1

(FIGURA 14).
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Figura 14 - Massa seca por planta dos clonas VM1 e VM5 submetidos ao déficit hidrico. As
letras comparam os clones de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).

Barras indicam o erro padrdo (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).

Quanto aos niveis de déficit hidrico, foi observada diferenca significativas apenas no
5° e 6° dia de déficit hidrico, com esses grupos de plantas apresentando massa inferior a 2 g.

Enquanto que todos os outros tratamentos, apresentaram massa superior a 2 g (FIGURA 15).
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Figura 15 - Massa seca de dois clones de eucalipto (VM1 ¢ VMS5) submetidos a sete niveis de

33

déficit hidrico. Letras iguais ndo diferem os tratamentos de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05). Barras indicam o erro padrao (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).

Analises bioquimicas

Quanto a peroxidagdo lipidica a andlise de variancia revelou efeito dos fatores de

forma individual, ndo mostrando interacdo significativa entre eles. Quando se comparou os

clones, o VM5 apresentou maior concentracdo de malondialdeido, mostrando assim, maior

perdxidacdo lipidicas das membranas celulares (FIGURA 16).
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Figura 16 - Quantificacdo de malondialdeido (MDA) em folhas dos dois clones de eucalipto
(VM1 e VMS5) submetidos ao déficit hidrico. As letras iguais ndo diferem os
clones de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). Barras indicam o erro
padrdo (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).
Quanto aos niveis de estresse, verificou-se que nas plantas com seis dias de déficit

hidrico, a peroxidacdo lipidica foi maior do que em plantas com menos dias de estresse

(FIGURA 17A).
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Figura 17 - (A) Quantificagdo de malondialdeido (MDA) em folha dos dois clones de
eucalipto (VM1 e VMS5) submetidos a sete niveis de déficit hidrico; (B)
Quantificagdo de malondialdeido (MDA) em folha de plantas dos clones VM1 ¢
VM5 em condi¢des de estresse severo (T6) e apos a reidratagdo (Resili€ncia)
durante 48h. Tanto em A, como em B, letras iguais ndo diferem os tratamentos de
acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). Barras indicam o erro padrao (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).

Quanto a resiliéncia, foi observado redu¢@o do conteido de MDA, nas plantas que
foram reidratadas por 48h, quando estas sdo comparadas com aquelas que ficaram seis dias
sob restri¢ao hidrica, ndo verificando diferencas significativas entre os clones (FIGURA 17B).

Os resultados mostraram, que em plantas submetidas a seis dias de déficit hidrico
consecutivos, os niveis de H>O, foram significativamente maiores do que o controle, como
também, do que nos tratamentos que ficaram menos dias sob estresse, que pode ser devido a

um declinio na fotossintese e/ou de outras alteragdes fisiologicas (FIGURA 18A).
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Figura 18 - (A) Quantificagdo de Peroxido de hidrogénio (H202) em folha dos dois clones de
eucalipto (VM1 e VMS5) submetidos a sete niveis de déficit hidrico; (B)
Quantificagdo de Peroxido de hidrogénio (H20z) em folha de plantas dos clones
VM1 e VM5 em condi¢des de estresse severo (T6) e apds a reidratagdo
(Resiliéncia) durante 48h. Tanto em A, como em B, letras iguais ndo diferem os

tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). Barras indicam o erro
padrdo (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).

Durante o periodo de reidratagdo, ndo foram observadas diferengas significativas entre
os clones, porém, foi verificado a redu¢do de 58% no conteudo de H>O: nas plantas,
independente dos clones, que passaram pelo periodo de reidratagdo (FIGURA 16B).

Para a SOD, ndo se observou diferengas significativas entre os clones, verificando-se
diferengas entres os diferentes niveis de estresse, sendo possivel observar maior atividade no

T4, com valores alcangando 0,654 U SOD mg! MF (FIGURA 19A).
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Figura 19 - (A) Atividade da dismutase do superdxido (SOD) em folha dos dois clones de
eucalipto (VM1 e VMS5) submetidos a sete niveis de déficit hidrico; (B)
Atividade da dismutase do superdxido (SOD) em folha de plantas dos clones
VM1 e VM5 em condi¢oes de estresse severo (T6) e apos a reidratacdo
(Resiliéncia) durante 48h. Tanto em A, como em B, letras iguais ndo diferem os
tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). Barras indicam o
erro padrao (n=4).

Controle T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T6 Resiliéncia
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Fonte: Do autor (2019).

Quando analisou a atividade da SOD nas plantas reidratadas foi verificado um
pequeno aumento em relagdo as plantas que ficaram seis dias sem serem irrigadas (T6)
(FIGURA 19B).

Quanto a CAT, ndo foram observadas diferengas significativas entre os clones, nem
tdo pouco interagdo significativa entre os fatores. Pode-se observar também um aumento
progressivo a partir do T3 até o T4 (ponto de atividade maxima). Nessas condi¢des, com 5

dias sem irrigacdo, a atividade da CAT comega a reduzir (FIGURA 20A).
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Figura 20 - (A) Atividade da catalase (CAT) em folha dos dois clones de eucalipto (VM1 e
VMS) submetidos a sete niveis de déficit hidrico; (B) Atividade da catalase
(CAT) em folha de plantas dos clones VM1 e VM5 em condigdes de estresse
severo (T6) e apds a reidratagdo (Resiliéncia) durante 48h. Tanto em A, como
em B, letras iguais ndo diferem os tratamentos de acordo com o teste de Scott-
Knott (p<0,05). Barras indicam o erro padréo (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).

Atividade da CAT nas plantas da resiliéncia foi semelhante ao observado nas plantas
do T6 (FIGURA 20B), que por sua vez, ¢ semelhante ao observada nas plantas do controle
(FIGURA 20A).

Para a MDHAR, os resultados estatisticos mostraram diferengas para os clones e para
os tratamentos individualmente, no entanto, ndo houve interagdo entre eles.

Para os clones, o0 VM5 mostrou atividade da MDHAR cerca de 15% maior do que o

VM1 (FIGURA 21).
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Figura 21 - Atividade da redutase do monodeidroascorbato (MDHAR) em folhas dos dois
clones de eucalipto (VM1 e VMS5) submetidos ao déficit hidrico. As letras
comparam os tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). Barras
indicam o erro padrdo (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).

Quanto aos niveis de déficit hidrico, foi observado aumento significativo a partir do
segundo dia da suspensdo da irrigagdo, com o pico da atividade identificada no terceiro dia

sem irrigacdo (FIGURA 22).



57

Figura 22 - Atividade da redutase do monodeidroascorbato (MDHAR) em folhas dos dois
clones de eucalipto (VM1 e VMS5) submetidos ao déficit hidrico. As letras
comparam os tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). Barras
indicam o erro padrdo (n= 4).
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Fonte: Do autor (2019).

Quanto a resiliéncia ndo foram apresentandas diferengas significativas para para

nenhum dos fatores estudados, por conta disso, os dados ndo foram apresentados.
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4 DISCUSSAO

4.1 Condicao hidrica do solo

O contetido de 4gua no solo foi reduzido gradativamente a medida que passava os dias
de déficit hidrico. Essa varidvel ¢ utilizada na agricultura para muitas aplicagdes que incluem
o planejamento da irrigacdo para o aumento da produtividade. Para ndo comprometer o
desenvolvimento da planta, toda a agua consumida pela evapotranspiracdo deve ser reposta
sob a forma de precipitacdo ou irrigacdo, de forma a manter a umidade do solo ideal para que
as plantas consigam retirar a quantidade de 4gua necessaria para o seu desenvolvimento
(LEITE JR; FARIA, 2016). Quando ndo reposta em quantidade suficiente, a falta de dgua
comega a interferir nos processos de crescimento e desenvolvimento das plantas, culminando,
muitas vezes, em perda de produtividade.

Sintomas visuais de déficit hidrico (Murcha foliar) foram observados a partir do 4° dia
da suspensdo da irrigagdo em ambos os clones. Em trabalho realizado anteriormente com os
mesmos genotipos, foram observados sinais visuais de murchas apenas apds 15 dias de
imposi¢do do déficit hidrico (MARTINS et al. 2018). O maior tempo para surgimento dos
sintomas visuais das plantas no trabalho citado se deveu, principalmente, a dois fatores:
utilizacdo de substratos diferentes, como também a quantidade dos mesmos. Para o presente
trabalho foram utilizados 600 g latossolo vermelho, enquanto que no trabalho de Martins et

al. (2018), foram utilizados 1.500 g de substrato comercial.

4.2 Porcentagem de agua nas folhas de potencial hidrico foliar

Foi possivel observar reduc¢do no teor de agua na folha em torno de 28% no grupo T6
quando comparado com os demais tratamentos, onde a porcentagem de agua nas folhas
permaneceu em torno de 80% (FIGURA 3A).

A porcentagem de agua na folha é uma referéncia das condi¢des hidricas nas plantas,
particularmente durante periodos de seca, e a medida que se intensifica o déficit hidrico, a
planta passa por uma desidratacdo do protoplasma, o que pode prejudicar os processos vitais
de crescimento celular. Fato marcante aliado a esse processo ¢ o aumento do extravasamento
de eletrélitos, que pode ser intensificado pelo déficit hidrico. Tal fato pode resultar no

aumento da fluidez das membranas, o que pode levar a uma fuga de eletrolitos dos
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compartimentos celulares, comprometendo os processos vitais de funcionamento celular
(LANGARO, 2014).

A porcentagem de agua no tecido celular ¢ importante, tendo em vista que esta
participa de muitas reacdes quimicas. Ressalta-se ainda que, com a desidratacdo dos tecidos
de vegetais superiores, em geral, a morte da planta ocorre quando o conteudo de agua se situa
em torno de 75% (PIMENTEL, 2004).

O potencial hidrico foliar (Yw), ao contrario do que foi observado para a porcentagem
de agua nas folhas, alterou bastante com o passar dos dias, tendo alcangado valores entre -
1,35 e -2,7 MPa nas plantas do grupo T5 e T6, respectivamente (FIGURA 3C), ndo diferindo
entre os clones VM1 e VMS5. No entanto, em trabalhos anteriores comparando os dois clones,
observou-se maior manutencdo do Ww foliar em plantas do clone VM1, mantendo-o préximo
de -0,8 Mpa, enquanto que para o clone VM5 foram encontrados valores de -1,75 Mpa,
comprovando a existéncia de diferencas entre os dois clones quanto a tolerancia ao déficit
hidrico (MARTINS et al., 2018).

De acordo com a Figura 3C, é possivel inferir que, mesmo com pouca variagdo no
conteido de agua no tecido foliar entre os tratamentos, o Ww da folha variou bastante.
Provavelmente, essa variagdo no potencial hidrico da folha ocorreu devido a variagdo no WYw
do solo, como observado na Figura 1. O sistema solo-planta-atmosfera funciona em
equilibrio, com a agua fluindo do lugar de maior Ww para o de menor. Dessa forma, com a
redu¢do do WYw do solo, ocorre também alteragdo no Ww foliar, haja vista que, para haver
movimento de 4gua no sentido solo-planta é necessario que o ¥'w do solo seja maior do que o

Yw foliar.

4.3  Trocas gasosas

De maneira geral, verificou-se um efeito em cascata na fisiologia das plantas a partir
dos primeiros sintomas da falta de 4gua e que se tornou mais pronunciado a partir do quarto
dia de déficit hidrico.

Durante da suspensdo da irrigacdo, a transpiragdo acaba superando a velocidade de
absorcdo de agua pelas raizes provocando o déficit hidrico. Este entdo, altera, Dentre muitos
fatores, a regulacdo do fechamento e abertura estomatica, e, por consequéncia, a condutancia
estomatica.

Plantas expostas ao déficit hidrico tendem a apresentar reducdo na condutancia

estomatica (gs), possivelmente, pelo aumento da sintese de ABA em condi¢des de estresse
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(VIRLOUVET; FROMM, 2015). Associa¢des entre ABA e condutancia estomatica foram
encontradas em trabalho com déficit hidrico em cana-de-agucar, verificando-se menores
valores de gs em plantas com maiores concentragdes de ABA e seus derivados (MARCOS et
al.,2018).

Quanto aos niveis de déficit hidrico, foram observadas redugdes significativas de gs
nos grupos de plantas com quatro (54,94%), cinco (72,19%) e seis (96%) dias de déficit
hidrico, com redugéo gradativa ao passar dos dias.

A resposta dessa varidvel ao estresse causado por modificagdes ambientais tem se
mostrado bastante consistente na analise comparativa de mudas, podendo vir a ser tdo
pertinentes quanto dados isolados como, por exemplo, os de conteudos relativo de agua ou os
de potenciais hidricos (FLEXAS; MEDRANO, 2002). Isso porque os estomatos
desempenham um papel critico na fisiologia das folhas, equilibrando a necessidade de CO; e
o controle da perda de agua pelas folhas (UTKHAO; YINGJAJAVAL, 2015).

A redugdo da condutancia estomatica ¢ uma resposta inversa ao aumento da resisténcia
as trocas gasosas realizadas pelos estomatos. O fechamento estomatico em consequéncia da
menor disponibildade de dgua no solo provoca alteracdo em todos os mecanismos de trocas
gasosas nas plantas. Além da condutancia estomatica, a transpira¢do, a fotossintese e a
concentracdo interna de carbono sdo fortemente alteradas pelo aumento da resisténcia as
trocas de gases.

A transpiracdo reduzida em plantas sob déficit hidrico pode estar associada a alta
sensibilidade estomatica e a0 menor ‘investimento’ nas folhas, possibilitando a manutencdo
ou pequena reducdo do contetudo relativo de agua nas folhas e hidratagdo razoavel, suficiente
para o metabolismo e crescimento (MATOS et al., 2016).

Visto que o clone VM1 apresentou menor taxa transpiratoria ¢ menor condutincia
estomatica, presume-se que este tenha uma melhor sensibilidade para sentir a falta de agua e
assim conseguir se proteger antes do VMS, evitando e/ou retardando os danos causados pelo
estresse (FIGURA 6).

A reducdo nas taxas transpiratorias ao longo dos dias pode ser considerada uma
redugdo bastante siginificativa, visto que o tratamento controle apresentou média de 5,12
mmol HO m? s e o T6 0,2 mmol H,O m™ s™!, apresentando reduciio em torno de 25 vezes
(FIGURA 7).

A reducdo na taxa de transpiracdo com o aumento do déficit hidrico é uma das
respostas observadas em plantas sob estresse e entende-se que essa ¢ uma das alternativas

adotadas para se evitar a perda de dgua, muito embora, em condi¢des de estresse acentuado,
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esse comportamento possa ocasionar o aumento da temperatura foliar e consequente morte
dos tecidos (GALMES et al., 2007). Em E. camaldulensis, foi relatado uma queda da taxa
transpiratoria aliada com queda nas taxas de condutancia estomatica, e essa interacdo aponta
para uma estratégia que pode ser adotada pela espécie para evitar a perda de agua (UTKHAO;
YINGJAJAVAL, 2015).

De posse dos dados apresentados, € possivel hipotetizar que os valores de fotossintese
também foram afetados negativamente em fungdo do aumento do déficit hidrico, o que foi
confirmado apds a avaliagdo e analise dos dados de fotossintese.

Assim como nas andlises de trocas gasosas anteriores, ndo houve interacdo entre os
fatores estudados, porém, individualmente, cada um dos fatores apresentou diferencas
significativas entre os seus compontentes. Comparando os clones, foi observado, assim como
nas outras variaveis de trocas gasosas, maior taxa fotossintética no clone VM5 (FIGURA 9).
Quanto aos niveis de déficit hidrico, foi observado reducdo significativa a partir do quarto dia
da suspensdo da irrigacdo, alcancando taxa fotossintética minima de 2 pmol CO? m? s}, nas
plantas que ficaram seis dias sem serem irrigadas.

Fotossintese baixa esta associada com menor acimulo biomassa, o que € caracteristica
do clone VM1, confirmando a informagdo de que plantas mais tolerantes a seca, geralmente,
tendem ser menos responsivas em condi¢des ideais de irriga¢do, mostrando menor producio
(FLORENCA, 2004).

Em resposta as alteragdes na disponibilidade de agua no solo e para continuar o seu
desenvolvimento, as plantas possuem mecanismos que auxiliam & manutengcdo da homeostase
celular e, assim, o funcionamento adequado das suas fungdes. Se tratando de trocas gasosas
atrelado a reduc@o da perda de agua, as plantas tendem a fechar os estdmatos e evitar a
desidratacdo. No entanto, essa estratégia, naturalmente afeta a fotossintese liquida causando
redugdo de crescimento e outros efeitos em cascatas. Dessa forma, as plantas que conseguem
manter a fotossintese em um nivel ideal, mesmo com alta resisténcia estomaitica e baixa
transpiracdo, possivelmente serdo mais produtivas em condigdes de baixa disponibilidade
hidrica, apresentando uma alta eficiéncia no uso agua, como também na utilizacdo do carbono
disponivel.

Aumento na eficiéncia do uso da agua sob condi¢des de déficit hidrico ja foi
demonstrado em E. camaldulensis, E. brassiana e E. creba (SILVA et al., 2016). Esse
aumento na EiUA ¢ resultado de um mecanismo que visa permitir a sobrevivéncia das plantas

sob condi¢des estressantes (SILVA et al., 2015).
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A maior eficiéncia no uso da agua do VMS5 em relacdo ao VM1 no tratamento T6,
pode ser atribuida ao fato de que, mesmo em condigdes severas, com condutincia estomatica
e transpiracdo baixissima o VM5 fotossintetizava mais do que VMI, acarrentando numa
maior relagdo A/E. Essa diferenga, no entanto, ndo garante que VM5 seja mais tolerante ao
déficit hidrico do que VM1. O que acontece ¢ justamente o contrario, as plantas do VM1
como observado em muitos dos dados mostrados, sentem primeiro a falta de agua, e
mobilizam todas a estratégias possiveis para evitar a seca e, assim, como estratégia, reduzem a
producdo, com o objetivo de sobreviver e¢ aguardar condi¢es ideais para o pleno
desenvolvimento.

A maioria das respostas fisiologicas, bioquimicas e moleculares em condi¢des de
déficit hidrico buscam mitigar os efeitos do déficit hidrico, minimizando a perda de agua e
evitando a desidratacdo e/ou otimizando a sua aquisi¢do, levando entdo, ao aumento da
efeciéncia no uso da agua (HODECKER, 2017). A EiUA, como indicador de ajuste em
condicdes de déficit hidrico, ¢ uma caracteristica bastante avaliada e que, em geral, apresenta
valores altos em espécies lenhosas adaptadas a seca (XU et al., 2000).

Quanto ao rendimento quantico da clorofila a, o menor valor de Fv/Fm em plantas do
grupo T6 pode estar relacionado com dano no aparato fotossintético. Em perfeitas condigdes,
o aparato fotossintético das plantas apresenta eficiéncia quantica do PSII expressa como a
razdo de Fv/Fm, com valores entre 0,75 ¢ 0,85 (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989).
Valores abaixo de 0,40 foram encontrados por Silva et al. (2016) quando observaram o
desempenho de clones do hibrido Urograndis submetidos ao déficit hidrico. Os autores
justificam esses valores reduzidos em fungdo da degradagdo dos componentes do PSII, dentre
eles, a clorofila, tendo em vista que também foi observada reducdo nos teores desse pigmento.

Se tratando da resiliéncia, foi possivel observar que apds reidratagdo, enquanto 75%
das plantas do clone VM1 recuperaram o aspecto de plantas hidratadas, apenas 50% das
plantas do VM5 conseguiram recuperarem plenamente. Além disso, ¢ possivel observar pelos
aspectos das folhas, que as plantas do clone VM5 sentiram mais o déficit hidrico do que as

plantas do VM1 (FIGURA 13).
4.4  Analises bioquimicas
Para o MDA, aumento de 14,39% do VM5 em relagio ao VM1, indica que houve

maior peroxidagdo lipidica no clone VM5 (FIGURA 14). Em plantas com seis dias de déficit

hidrico, a peroxidacao lipidica foi maior do que em plantas com menos dias de estresse, o que
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pode ser confirmado pela maior concentracdo de MDA (194,33% de aumento) nas plantas do
grupo T6 quando comparadas ao controle (FIGURA 15). Quanto as plantas da resiliéncia, a
concentracdo de MDA foi reduzida em 42,33% em relagdo ao T6. No entanto, continuou
apresentando concentragdes maiores do que o controle.

Aumento na concentragdo de MDA também foi observado em experimentos com dois
genotipos (AL-18 e Al-10) de Fucalyptus globulus, onde, apds trés semanas em condi¢des de
déficit hidrico, apresentaram 18 e 25% da capacidade de campo (Cc), foram encontradas
diferengas significativas. Apos retorno da irrigagdo, em apenas um dia foi possivel observar
decréscimo de MDA na condig@o de 25% da Cc. Por outro lado, as plantas em condi¢Ses de
18% da Cc mantiveram as concentragdes altas, precisando de uma semana para retornar ao
nivel do controle. Esses niveis mais altos de MDA, mesmo apo6s a reidratacdo, podem indicar
o reparo e a reconstrucao das estruturas das membranas celulares (CORREIA et al., 2014).

A exposi¢ao de plantas ao estresse hidrico geralmente resulta na geracdo de EROs
como radical superoxido (O2) e peroxido de hidrogénio (H202), que podem reagir com
lipidios, proteinas ¢ DNA, causando danos oxidativos e alterando as fungdes celulares
(FOYER; FLETCHER, 2001).

O H>0; pode desempenhar papel como mensageiro secundario em situagdes de baixa
disponibilidade hidrica, permitindo a sinalizacdo para uma eventual condig@o de seca e, assim,
a mobilizacdo de todas as defesas da planta para tolerar essa condi¢do, sobretudo a partir da
ativagdo do complexo de enzimas antioxidantes. Porém, quando em concentra¢des elevadas o
H>0:> pode provocar sérios danos as células (PONGPRAYOON et al., 2013).

A atividade da SOD nos diferentes niveis de estresse, apresentou maior atividade no
T4, onde alcangou valores de 0,654 U SOD mg' MF. A partir desse ponto, ocorreu uma
reducdo da atividade dessa enzima, provavelmente devido a severidade do estresse. As
alteragOes na atividade enzimatica observadas entre os tratamentos mostram a importancia da
SOD em condicdes de estresse, podendo atuar como marcador bioquimico para plantas em
estresse hidrico, devendo levar em consideragdo as possiveis oscilagcdes da atividade
enzimatica em condigdes normais (ZHUJUN et al., 2004).

Tendo em vista que a SOD ¢ a primeira enzima do complexo enzimatico e responsavel
por converter o radical superéxido (O2') em peroxido de hidrogénio (H20), € que a CAT
atua na decomposi¢do do H,Oz em H20 e O> (GUPTA et al., 1993), ja era esperado que essas
duas enzimas apresentassem padroes de comportamento semelhantes. Uma vez que o produto
da reag@o de uma enzima ¢ substrato para a outra, a maior ou menor atividade da SOD reflete

de forma direta no comportamento da CAT.
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A catalase ¢ uma das principais enzimas de eliminagdo de H>O,. Essa enzima atua na
dismutagdo de H>O> em H>O e O, possuindo alta taxa de dissociagdo, sendo que uma
molécula de CAT pode dismutar at¢ 6 milhdes de moléculas de H2O2 por minuto (GILL;
TUTEIJA, 2010). Portanto, a atividade da CAT ¢ considerada indispensavel para remocao de
EROs em condi¢cdes de estresse. Geralmente, condi¢bes ambientais estressantes sdo
responsaveis pelo aumento da atividade da CAT (ZHUJUN et al., 2004; TONIN, 2005),
entretanto, condigdes altamente estressantes podem acarretar alteragdes estruturais nas
proteinas e levar a diminuicdo na taxa de atividade enzimética, o que caracterizaria sua
degradagdo (BROETTO et al., 2002).

A MDHAR no clone VMS5 apresentou atividade em torno de 13,34% maior em relagdo
a sua atividade no clone VMI1. Em relagdo aos tratamentos, nota-se uma tendéncia de
comportamento enzimatico semelhante ao obervado tanto para a SOD, quanto para a CAT,
mostrando nos dias iniciais de déficit hidrico niveis relativamente baixos de atividade, quando
comparado com os tratamentos que ficaram, no minimo, trés dias sob déficit hidrico
(FIGURA 20).

A atividade da MDHAR, impulsionada pelo aumento do déficit hidrico, pode ser
consequéncia da maior demanda por acido arcorbico, importante antioxidante, com o intuito
de proteger as células contra EROS (SWEETLOVE et al., 2002). A ativagdo da MDHAR nas
respostas a estresse ja foram observadas em diversas plantas. Em tomate, por exemplo,
resultou em aumento da tolerancia ao frio (GILL; TUTEJA, 2010).

Como observado, em todos os dados que mostram a atividade das enzimas
antioxidantes, a ag¢do em conjunto de moléculas antioxidantes, enzimas ou ndo, sdo
importantes, a fim de evitar danos oxidativos. No entanto, esse sistema ¢ eficiente apenas em
determinado ponto, pois, em certo nivel do estresse, esse mecanismo de defesa ndo consegue
mais proteger as plantas contra os danos oxidativos, e at¢ mesmo a atividade dessas enzimas ¢

reduzida (AJITHKUMAR et al., 2014).
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5 CONCLUSAO

Os dados mostram que o clone VM5 apresenta caracteristicas de crescimento melhores
do que o VMI. No entanto, o VM1 apresenta maior capacidade de manuten¢do do status
hidrico e resiliéncia do que o clone VM5.

A tolerancia a seca em ambos os clones esta correlacionada com ajustes em processos
chave como a fotossintese e o funcionamento dos sistemas antioxidantes. Entretanto, muitas
questdes permanecem sem resposta ¢ estudos adicionais empregando uma analise combinada
mais sofisticada do transcriptoma, proteoma e metaboloma, provavelmente serdo de
fundamental importancia para fornecer uma compreensdo holistica dos mecanismos que

conferem maior tolerancia a seca.
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ANEXO A - TABELAS COM ANALISE DE VARIANCIA DO RESPECTIVO EXPERIMENTO

Tabela 1 - Resumo da andlise de varidncia e resultados médios das variaveis percentagem de agua na folha (%A), Pontencial hidrico foliar (yw),
Condutancia estomatica (Gs), Transpiragdo (£), Fotossintese (4), Eficiéncia instatanea no uso da agua (EiUA), Eficiéncia instantanea
de carboxilagdo (EiC), Rendimento quantico da fluorescéncia da clorofila a (Fv/Fm), Massa seca (MS), Malondialdeido (MDA),
Peroxido de hidrogénio (H20:), Dismutase do superoxido (SOD), Catalase (CAT), Monodeidro ascorbato redutase (MDHAR) em
folhas de FEucalyptus submetidos ao déficit hidrico.

Fontes de variacao %A Yw Gs E A EiUA EiC Fv/Fm MS MDA H20: SOD CAT MDHAR
Clone (“F”) 0,59 0,407 5,67 8,23" 2,621 0,251m 1,520 0,15 5,08 6,80" 1,46™ 1,01 0,09 9,24™
VM1 75,19a -085a 0,31b  4,18b 10,84 a 3,29a 0,04 a 0,84 a 2,01b 123,14 b 0,93 a 0,50 a 2,47 a 201,22 b
VM5 75,88a -091a 0,37 a 5,28 a 11,70 a 345a 0,04 a 0,84 a 2,26 a 150,60 a 1,03a 0,51a 245a 225,03 a
Tratamento (“F”) 52,03 56,09 32,06 54,697  71,64™ 5,30 35,81™ 11,94™ 4,30 16,62 19,57 3,54 6,76" 73,66™
Controle 80,43a -02la 0,50a 4,920 14,05 b 2,85b 0,04 ¢ 0,87 a 2,29 a 106,98 b 0,48 b 0,44 ¢ 1,92b 107,21d
T1 80,27a -0,24a 0,50a 5420 15,68 a 2,89b 0,05b 0,89 a 221 a 85,78 b 0,34b 0,48 ¢ 2,03b 110,93 d
T2 7897a -027a 0,50a  7,54a 16,68 a 2,21b 0,05b 0,87 a 2,39 a 92,06 b 0,55b 0,56 b 1,97b 144,06 ¢
T3 7820a -0,45b 0,52a 749a 16,36 a 2,18b 0,06 a 0,87 a 2,55a 110,65 b 0,66 b 0,58 b 301a 317,14 a
T4 78,02a -0,70b  0,22b  2,77c 8,75¢ 4,27 a 0,04 ¢ 0,85a 2,20 a 102,52 b 0,65b 0,65 a 3,28a 282,13 b
TS5 78,74a -135c¢ 0,13b 1,85¢ 6,03d 4,78 a 0,02 d 0,84 a 1,73b 147,77 b 1,02b 0,51¢ 2,78 a 266,30 b
T6 5291b -2,95d 0,02 ¢ 0,30d 1,36 ¢ 442 a 0,01e 0,69 b 1,81b 312,34 a 3,16a 0,51¢ 2,240 264,06 b
Bloco (“F”) 2,76 2,75 0,14 0,57°s 0,391 0,077 2,26" 0.95" 1,220 0,230 0,591 0,13 1,86™ 3,93
Clone x Tratamento 0,28 0,14 0,98 1,020 2,14 2,97 2,230 0,077 2,291 1,390 1,38 1,05 1,007 1,310
C.V. (%) 4,14 7,26 4,04 11,66 17,71 14,34 12,09 6,64 16,93 17,85 13,55 11,19 24,38 13,75

** ¢ *: significativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F. Médias seguidas por uma mesma letra na coluna, para os niveis de um mesmo fator,
nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p < 0,05); C.V.: coeficiente de variagao.
Fonte: Do autor (2019).
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Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia e resultados médios das variaveis percentagem de dgua na folha (%A), Pontencial hidrico foliar (yv),
Condutancia estomatica (Gs), Transpiragdo (E), Fotossintese (4), Eficiéncia instatdnea no uso da dgua (EiUA), Eficiéncia instantanea
de carboxilacdo (EiC), Rendimento quantico da fluorescéncia da clorofila a (Fv/Fm), Malondialdeido (MDA), Peroxido de
hidrogénio (H>02), Dismutase do superoxido (SOD), Catalase (CAT), Monodeidro ascorbato redutase (MDHAR) em folhas de
Eucalyptus em condigdes de déficit hidrico e reidratadas.

Fontes de variacao %A Yw Gs E A EiUA EiC Fv/Fm MDA H:0: SOD CAT MDHAR
Clone (“F”) 0,007 0,10°s 1,840 13,30" 0,03"s 2,821 0,80 0,131 0.02m 0,08 0,05 1,33 4,46

VM1 64,81 a -1,60a 0,08 a 2,80 a 5,46 a 2,82a 0,02a 0,89 a 144,63 a 2,15a 0,54 a 2,19a 239,50 a

VM5 64,85a -1,69a 0,10a 2,09 a 553a 4,16 a 0,02 a 0,90 a 141,92 a 2,25a 0,53 a 245a 269,83 a
Tratamento (“F”) 99,49 104,55™ 79,58" 480,70 431,77 4,65 14,94 15,08 11,57 29,16 6,32" 0,47 3,25

T6 5291b -2,95b 0,02 b 0,30 b 1,36 b 4,40b 0,01b 0,69 b 301,95a 3,16a 0.51b 2,24 a 24526 a

Resiliéncia 76,75 a -034a 0,15a 4,58 a 9,63 a 2.58b 0,03 a 0,90 a 174,15b 1,23 b 0.56 a 240a 264,06 a
Bloco (“F”) 4,730 2,350 2,210 0,131 0,390 0,16 1,06 0,75 0.54"s 1,340 8.80" 0,04 2,45
Clone x Tratamento 0,221 0,01ms 0,107 15,87 14,63 9,33 1,31 0,037 0.22"s 6,77 2,200 2,721 0,86"
C.V. (%) 6,38 26,86 1,36 15,95 14,47 16,79 0.72 13,26 17.90 10,57 8,08 19,91 8,19

** ¢ *: significativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F. Médias seguidas por uma mesma letra na coluna, para os niveis de um mesmo fator,
nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott (p < 0,05); C.V.: coeficiente de variagao.

Fonte: Do autor (2019).
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CAPITULO 3 ACLIMATACAO DE MUDAS DE EUCALIPTO A SECA
POTENCIALIZADA PELA EXPOSICAO PREVIA AO DEFICIT
HIDRICO

RESUMO

Muitos trabalhos tém sido realizados considerando o estresse como um evento Unico.
No entanto, em condi¢des ambientais naturais sabe-se que episodios recorrentes de seca sdo
bastante comuns. No presente trabalho, investigou-se os mecanismos de tolerancia a seca em
uma perspectiva mais ampla, objetivando-se verificar se mudas de eucaliptos expostas
anteriormente a ciclos de déficit hidrico estardo mais aptas a tolerar outro evento de restri¢do
hidrica, quando comparadas aquelas que nunca passaram por essa condi¢do de estresse. Para
tanto, o experimento foi dividido em duas etapas: na primeira, mudas com aproximadamente
15 cm de altura, cultivadas em tubetes de 56 cm?, foram divididas em 5 tratamentos (T1, T2,
T3, T4, T5). As plantas dos grupos T1 e T2 foram mantidas sempre irrigadas, enquanto que as
dos grupos T3, T4 e¢ TS passaram por ciclos de estresse hidrico, com um, dois ¢ trés estresses
semanais, respectivamente. Esse processo foi repetido por um periodo de trés semanas. Na
segunda etapa as mudas foram transferidas para sacos de mudas de 3 dm?, contendo 1,5 kg de
solo e saturado com agua. A partir dessse momento, promoveu-se a suspensdo da irrigacdo de
todos os tratamentos, exceto o T1 que foi mantido sempre irrigado. Aos nove dias de déficit
hidrico, as plantas principalmente do T2 e T3, se encontravam com sinais acentuados de
estresse. As plantas que passaram pelos ciclos de estresse, em especial as dos tratamentos T4
e TS5, conseguiram manter o pontencial hidrico proximo ao do controle (T1). Quanto as
varidveis que compdem as trocas gasosas, observou-se valores que indicam melhores
condi¢des de hidratagdo, principalmente nos tratamentos T4 ¢ T5. O conteudo de peroxido de
hidrogénio e MDA foram significativamente reduzidos em funcdo da exposi¢do anterior ao
déficit hidrico. Em consequéncia de alteragdes positivas das variaveis ja citadas, as plantas
dos tratamentos T4 e TS5 conseguiram dobrar o tempo de sobrevivéncia em relacdo as plantas
do T2. Os resultados obtidos demonstram que as plantas, quando expostas a multiplos ciclos
de déficit hidrico, ajustam o seu metabolismo, potencializando os mecanismos de defesa para
responderem mais rapido e vigorosamente, em uma futura situagdo de seca.

Palavras-chave: Eucalyptus. Estresse abiotico. Silvicultura. Ciclos de estresse.



73

ABSTRACT

Many works has been done considering how stress is a unique event. However, under
natural environmental conditions it is known that recurrent episodes of drought are quite
common. In the present work, the mechanisms of drought tolerance were investigated in a
broader perspective, aiming to verify if eucalyptus changes exposed before the cycles of water
deficit will be better able to tolerate another event of water restriction, when compared to
those that never they went through this stress condition. For this, the experiment was divided
in two stages: in the first, seedlings with approximately 15 cm of height, cultivated in tubes of
50 cm®, were divided in 5 treatments (T1, T2, T3, T4, T5). Plants T1 and T2 were always
irrigated, while T3, T4 and T5 plants were submitted to cycles of water stress, with one, two
and three weekly stresses, respectively. This process was repeated for a period of three weeks.
In the second stage, the seedlings were transferred to bags of seedlings of 3 dm?, containing
1.5 kg of soil and saturated with water. From that moment, irrigation was suspended from all
treatments, except for the T1 that was always kept irrigated. At nine days of water deficit, the
plants mainly of T2 and T3, already had marked signs of stress. The plants that underwent the
stress cycles, especially those of the T4 and T5 treatments were able to maintain the water
stress close to the control (T1). As for the variables that make up the gas exchanges, values
indicating better hydration conditions were observed, mainly in the T4 and TS5 treatments. The
content of hydrogen peroxide and MDA were significantly reduced as a function of the
previous exposure to the water deficit. As a consequence of positive changes in the variables
mentioned above, the plants of the T4 and T5 treatments managed to double the survival time
in relation to the T2 plants. The results show that plants, when exposed to multiple cycles of
water deficit, adjust their metabolism, potentiating the defense mechanisms to respond faster
and more vigorously, in a future drought situation.

Key words: Eucalyptus ssp. Abiotic stress. Forestry. Stress cycles.
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1 INTRODUCAO

Plantas do género Eucalyptus sao as espécies florestais mais amplamente plantadas em
todo o mundo ( FLYNN, 2010), principalmente devido ao grande niimero de espécies, alta
adaptabilidade a solos e climas, ciclo curto em relagdo a outras espécies florestais, amplo
conhecimento e tecnologia para o cultivo, como também pela enorme variedades de produtos
que podem ser obtidos com o eucalipto (BRONDANI et al., 2012 ).

Durante o ciclo de vida, essas plantas sdo expostas a variagdes ambientais, como
mudangas bruscas de temperatura, intensidade luminosa, disponibilidade de nutrientes e agua.
Cocomitante a esses fatores abidticos, as plantas também sofrem com ataques de patogenos e
insetos. Para sobreviverem a essas adversidades, as plantas desenvolveram mecanismos
elaborados, mediados por cascatas de sinalizagdo e redes de transcrigdo de genes que
respondem a estimulos ambientais (FU; DONG, 2013).

Sendo a seca, o estresse ambiental mais importante na agricultura, podendo ainda ser
agravado com os efeitos das mudangas climaticas, torna-se imprescindivel entender as
respostas das plantas a esse tipo de estresse com o intuito de aumentar a produtividade das
culturas, mesmo em condigdes de baixa disponibilidade hidrica (ATKINSON; URWIN,
2012).

Dentre os mecanismos que contribuem para a tolerancia ao déficit hidrico, a reducao
da condutancia estomatica ¢ o primeiro utilizado pela maioria das plantas, e assim, quando a
resisténcia da perda de agua ¢ maior do que o fluxo do CO2 na célula, ocorre aumento na
eficiéncia do uso da agua (GALLE et al., 2011). Em climas tropicais, situagdes de déficit
hidrico sdo geralmente acompanhados por excesso de radiagdo, levando ao aumento do dano
oxidativo por espécies reativas de oxigénio (EROs) (UZILDAY, 2012). Uma vez produzidas,
as EROs podem ser neutralizadas por compostos ndo enzimaticos, como os carotenodides, ou
por enzimas do complexo antioxidante, como a dismutase do superdxido (SOD), catalase
(CAT), peréxidase do ascorbato (APX) (SANCHEZ-DIAZ et al., 2007). Quando ndo
evitados, os danos oxidativos podem ser analisados pela quantificagdo do malondialdeido
(MDA), que ¢ um produto da perdxidag@o dos lipidios na membrana (CAKMAK; HORST,
1991).

Os efeitos do déficit hidrico variam dependendo de véarios fatores, dentre eles, a
intensidade e duragdo do estresse, genotipo, estadio de desenvolvimento, como também de
alteragOes deixadas por estresse anteriores (VIRLOUVET; FROMM, 2015). Essas alteragdes,

também chamadas de ‘mémoria do estresse’, podem ser definidas como as modificagdes
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estruturais, genéticas ¢ bioquimicas, resultantes de uma exposicdo anterior ao estresse que
permitem que as plantas ‘lembrem’ eventos ambientais passados, tornando-as mais tolerante
quando submetidas a um novo estresse (FLETA-SORIANO; MUNNE-BOSCH, 2016).
Embora os mecanismos que coordenam a memoria do estresse em plantas ndo sejam
claramente compreendidos, acredita-se que o acumulo de sinalizadores e fatores de
transcrigdo (SANTOS et al., 2011), além de modificag@o epigenéticas, estejam conjuntamente
associados promovendo o efeito de “‘memoria’.

Estudos recentes t€ém mostrado que, quando as plantas sdo expostas anteriormente a
um estresse, adquirem habilidades de responderem mais rapido e vigorosamente quando
sofrerem novamente o mesmo estresse (WALTER et al., 2011).

Tendo em vista a capacidade das plantas responderem mais rapidamente a eventos
recorrentes do mesmo estresse e os problemas de mortalidade das mudas apds o plantio,
objetivou-se com este estudo, avaliar, se ciclos repetidos de déficit hidrico aliviam os efeitos
da seca em mudas de eucalipto, tornando-as mais tolerantes ao déficit hidrico. Hipotetiza-se
que possa haver aumento da tolerancia a seca nessas plantas devido ao melhor uso da agua e

aumento da eficiéncia na neutralizagdo das espécies reativas de oxigénio.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Material vegetal

O experimento foi conduzido em Lavras-MG (121° 14' 43 S e 44° 59' 59 W) sudeste
do Brasil. Plantas de dois clones (VM1; VMS5) do hibrico E. urophylla x E. camaldulensis
foram estabelecidas in vitro e, em seguida, multiplicadas para obtencdo do material vegetal
necessario para o experimento de déficit hidrico.

Para a aclimatizacdo na casa de vegetacdo, plantas com aproximadamente 3,0 cm de
altura e raizes bem desenvolvidas foram inicialmente transferidas para bandejas de plasticos
(342 x 240 x 115 mm) contendo vermiculita e protegidas com sacos plasticos para a
manutengdo da umidade por 15 dias, formando assim, uma miniestufa. Durante esse periodo,
as plantas foram irrigadas e adubadas constantemente, o saco plastico foi aberto
progressivamente através de cortes em suas laterais.

Em seguida, as plantas foram transplantadas para tubetes de 56 cm® e conduzidos por

21 dias até iniciar o pré-tratamento.

2.2 Ciclos de estresse

Apbs trés semanas de cultivo e aproximadamente 15 cm de altura, cada clone foi
dividido em cinco tratamentos de 12 individuos. Os tratamentos T1 e T2 receberam irrigacao
durante todo o pré-tratamento, T3 sofreu estresse hidrico uma vez por semana, T4 dois
estresses por semana ¢ TS trés estresses semanais durante trés semanas. Cada evento de seca
(estresse hidrico) foi imposto pela suspensdo total da irrigacdo até murcha visual no apice das

mudas (FIGURA 1).
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Figura 1 - Plantas do clone VM1 (A) e VMS (B) em condi¢do de deficit hidrico (T4 e T5).

i)
Fonte: Do autor (2019).

2.3  Imposicao do déficit hidrico

Ap0s os ciclos de estresse durante trés semanas, as mudas foram transplantadas para
sacos plasticos contendo 1,5 kg de latossolo vermelho, seco e peneirado. Em seguida, todas as
mudas foram irrigadas até que todo o substrato fosse saturado com agua. A partir desse
momento, os tratamento T2, T3, T4 ¢ T5 tiveram a irrigagdo completamente suspensa ¢ o T1
(controle positivo) continuou sendo irrigado todos os dias, para que ao final do experimento
fosse possivel ter plantas em condi¢des ideais de irrigagdo para contrapor com as plantas que
passaram pelos ciclos de déficit hidrico e as que ndo passaram. As analises e coletas foram
realizadas quando foram identificadas as primeiras plantas com murcha acentuada do apice

caulinar (FIGURA 2).

Figura 2 - Condi¢des em que as plantas se encontravam no momento das coletas.

T1 T2 T3 T4 TS5

Fonte: Do autor (2019).
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2.4 Coleta de dados

2.4.1 Potencial hidrico foliar

O potencial hidrico das plantas foi determinado a partir da coleta de folhas expandidas,
¢ a avaliacdo utilizando-se bomba de Scholander. As leituras foram realizadas do periodo de

04:00 a 06:00 horas da manha e os resultados expressos em MPa.

2.4.2 Trocas gasosas

A taxa de assimilag¢do liquida do CO2 (4), a condutancia estomatica ao vapor d’agua
(gs), a taxa transpiratoria (E), concentrag@o carbono interno (Ci), eficiéncia instantanea no uso
da agua (EiUA — A/E - calculada relacionando a fotossintese e transpiragdo) - eficiéncia
instantanea de carboxilagdo (EiC — A/Ci - partir das relagdes entre fotossintese e concentragdo
interna carbono) foram determinadas no terceiro par de folha a partir do apice caulinar, por
intermédio de um analisador de gases a infravermelho (IRGA; modelo portatil LI-6400xt, LI-
COR Biosciences Inc., Lincon, Nebraska, USA). As medigdes aconteceram entre 08:00 e
11:00 horas, em casa de vegetagdo, utilizando radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR)
constante (1.200 umol fétons m?s'), e 380 pmol CO> mol”!, temperatura e umidade

ambiente.

2.43 Rendimento quiantico maximo do fotossistema II (Fv/Fm)

O rendimento quantico maximo do fotossistema II foi determinado com um
fluordmetro portatil (Mini-PAM; Walz; Alemanha) e as medidas feitas nas mesmas mudas e
folhas em que foram realizadas as analises das trocas gasosas. Para efetuar a avaliacdo, as
folhas foram adaptadas ao escuro por um periodo de 30 minutos, utilizando-se pingas
adequadas ao equipamento segundo metodologia proposta por Strasser et al. (2000).
Determinou-se a fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fm) e eficiéncia quantica
do fotossistema II, dada pela razdo Fv/Fm. A fluorescéncia variavel (Fv) ¢ dada pela diferenca

entre Foe Fm.
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2.4.4 Peroxido de hidrogénio

A quantificagdo de H>O; foi realizada segundo a metodologia proposta por Velikova et
al. (2000). Foram macerados 100 mg de tecido vegetal em nitrogénio liquido,
homogeneizados em acido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e centrifugados a 12.000 g por
15 minutos, a 4 °C. Uma aliquota do sobrenadante foi adicionada ao meio de reacdo composto
por tampdo fosfato de potassio 2,5 mM (pH 7,0) e iodeto de potassio (KI) 0,5 M. A
concentracdo de H,O, foi determinada pela absorbancia das amostras a 390 nm, com base na

curva-padrdo de H,O».

2.4.5 Peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies reativas
ao acido tiobarbitarico (TBA), conforme descrito por Buege e¢ Aust (1978). Duzentos
miligramas de tecido foliar foram macerados em N; liquido acrescido de 20% de
Polivinilpolipirrolidona (PVPP) (m/v) e homogeneizados em TCA 0,1% (m/v). O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g, por 10 minutos. Uma aliquota do sobrenadante
foi adicionada ao meio de reagdo contendo TBA 0,5% (m/v) e TCA 10% (m/v), incubando-se,
em seguida, a 95 °C, por 30 minutos. A paralisacdo da reacdo ocorreu pelo resfriamento
rapido em gelo e as leituras foram realizadas a 535 nm e 600 nm. A concentragdo do
complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equagdo: [MDA] = (A535 — A600)/(€.b), em

que: & (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10 cm™); b (comprimento ético = 1).

2.5  Enzimas do complexo antioxidante

Para as analises enzimaticas foram coletadas duas folhas completamente expandidas
do terg¢o superior de cada planta ¢ imediatamente congeladas em N liquido. O pool de
amostras foi armazenado em ultrafreezer (-80 °C) até o momento da extracao.

A extracdo para a quantificacdo da atividade enzimatica foi realizada conforme
protocolo de Biemelt et al. (1998), sendo utilizado 0,2 g de cada amostra previamente
triturada, as quais foram maceradas em N liquido, utilizando cadinho e pistilo. Apos a
maceracdo foi adicionado as amostras, 1,5 ml de tampdo de extracdo contendo fosfato de
potassio 0,1 M (pH7,8), EDTA 0,1 mM (pH 7,0), acido ascorbico 0,01 M e 22 mg de PVPP.

A amostra foi entdo centrifugada a 15.000 g durante 15 minutos. O sobrenadante foi coletado
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e mantido a -80 °C. Para todas as analises foi utilizado o espectrofotometro Epoch microplate,
modelo Biotek. Para cada uma das 4 repeti¢coes biologicas, foi realizada uma triplicata

técnica.

2.5.1 Dismutase do Superéxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducio
do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Para tanto, uma aliquota
de 10 pL dos extratos foi adicionada ao meio de incubacdo composto por fosfato de potassio
50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. As
placas com o meio de reagdo ¢ as amostras foram iluminadas, por 7 minutos, com uma
lampada fluorescente de 20 W ¢ as leituras foram realizadas a 560 nm. A atividade foi dada

em Unidade de SOD mg!' MF.

2.5.2 Catalase (CAT)

A CAT foi avaliada segundo metodologia de Havir e McHale (1987), em que 9 pL do
extrato enzimatico foram adicionados ao meio de incubagdo contendo fosfato de potéssio 100
mM (pH 7,0) previamente incubado a 30 °C. Imediatamente antes das leituras, adicionou-se o
H>O2 (12,5 mM) para dar inicio a reagdo. A atividade dessa enzima foi determinada pelo
decréscimo na absorbancia a 240 nm, realizada de 15 em 15 segundos, por 3 minutos,
monitorada pelo consumo de H>O; e o coeficiente de extingdo molar utilizado foi de 36 mM

cm’.

2.5.3 Redutase do Monodeidroascorbato (MDHAR)

A atividade da MDHAR foi determinada de acordo com Hossain et al. (1984), pela
reducdo da absorbancia em fung¢do da oxida¢io da nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADH). Para tanto, uma aliquita de 20 uL do extrato enzimatico foi adicionada ao tampao de
incubacdo composto por Tris-HCl 50 mM, (pH 7,6), ascorbato 2,5 mM e agua destilada.
Imediatamente antes da leitura, foi adicionado NADH 0,1 mM. As leituras foram feitas a 340
nm de 15 em 15 segundos durante 3 minutos utilizando o coeficiente de extingdo molar de 6,2

mM cm.
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3 RESULTADOS

3.1  Peso dos vasos e potencial hidrico

Ao final do experimento, todos os sacos com as plantas e o substrato foram pesados
com a intengdo de verificar se haveria diferengas significativas na evapotranspiragdo dos

cinco grupos de plantas (FIGURA 3).

Figura 3 - Peso do substrado em que continha as mudas submetidas ao déficit hidrico durante
trés semanas. Controle (T1), ndo sofreu estresse prévio (T2), um estresse semanal
(T3), dois estresses semanais (T4), trés estresses semanais (T5). As letras
comparam os tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). Barras
com as mesmas letras mintisculas entre os clones, e maiusculas para os tratamentos
dentro dos clones, ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott (p< 0,05).
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Fonte: Do autor (2019.

Foi observado que em todos os tratamentos, tanto o VM1, quanto o VM5, o contetido
de dgua foi reduzido significativamente quando comparado as plantas que foram hidradatas

durante todo o experimento (FIGURA 3).

Para o potencial hidrico foliar, a analise de variancia revelou significancia apenas para

os ciclos de estresse, ndo apresentando diferencas significativas entres os clones, nem
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interacdo significativa entre os fatores. Observa-se que o tratamento que ndo passou por
nenhum estresse prévio (T2) apresentou valores de potencial hidrico extremamente baixos (-
2,33 Mpa), reflexo de nove dias sem irrigagdo ¢ da ndo passagem pelos ciclos de estresse. No
entanto, com o mesmo periodo sem irrigacdo, plantas do grupo T3, T4 e TS5, apresentaram

potenciais hidricos mais altos, -0,78; -0,40; -0,28 Mpa, respectivamente (FIGURA 4).

Figura 4 - Potencial hidrico foliar dos clones VM1 e VM5 submetidos ao pré-tratamento com
déficit hidrico durante trés semanas. Controle (T1), ndo sofreu estresse prévio (T2),
um estresse semanal (T3), dois estresses semanais (T4), trés estresses semanais

(T5). As letras iguais ndo diferem os tratamentos de acordo com o teste de Scott-
Knott (p< 0,05).
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Fonte: Do autor (2019).

3.2  Trocas gasosas

A andlise de varidncia mostrou interacdo significativa entre os fatores estudados
(Clones x Ciclos de estresse). Quando se comparou individualmente cada tratamento, dentro
de cada clone, foi possivel observar no clone VM1 que as plantas dos grupos T4 e T5
apresentaram médias para condutancia estomatica semelhantes ao tratamento controle (T1), e
as plantas do grupo T2 e T3 apresentaram condutancia estomatica abaixo do controle (T1),
porém, semelhantes entre si. Quanto ao VM5 houve redugdo significativa nessa variavel nos
tratamentos T2, T3 e T4, atingindo valores médios de 0,0987 mol H,O m? m, e o T5 com

média (0,2845 mol H,O m? m™') estatisticamente semelhante ao controle (FIGURA 5).
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Figura 5 - Condutancia estomatica dos clones VM1 e VM5 submetidos ao pré-tratamento com
déficit hidrico durante trés semanas. Controle (T1), ndo sofreu estresse prévio (T2),
um estresse semanal (T3), dois estresses semanais (T4), trés estresses semanais
(TS). Barras com as mesmas letras mintisculas entre os clones, e maiusculas para os
tratamentos dentro dos clones, ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott (p<

0,05).
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Fonte: Do autor (2019).

Quanto a transpira¢do, também se observou intera¢do entre os fatores, de modo que,
quando se analisou o clone VM1 em cada um dos tratamentos, verificou-se que ndo houve
diferenga significativas entre as plantas do grupo T4 e T5 em relagdo ao controle. No entanto,
plantas do grupo T2 e T3 apresentaram taxas transpiratorias inferiores ao controle, porém,
semelhantes entre si. Para o clone VM5 verificou-se taxa transpiratoria semelhante entre o TS
e o controle, com os outros tratamentos apresentando taxas transpiratorias estatisticamente
inferiores. O T2 apresentando média de 1,2 mmol H,O m™ s™!, T3 2,4 mmol HO m? s'e o

T4 2,8 mmol H,O m? s'! (FIGURA 6).
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Figura 6 - Transpiracdo dos clones VM1 e VM5 submetidos ao pré-tratamento com déficit
hidrico durante trés semanas. Controle (T1), ndo sofreu estresse prévio (T2), um
estresse semanal (T3), dois estresses semanais (T4), trés estresses semanais (T5).
Barras com as mesmas letras mintisculas entre os clones e maiusculas para os
tratamentos dentro dos clones, ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott (p<

0,05).
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Fonte: Do autor (2019).

Comparando a transpiragdo dos clones dentro de cada tratamento, observou-se
diferenca significativa nos tratamentos T2, T3 e T4. Nos dois primeiros, o VM5 apresenta
maior transpiracdo do que o VM1 e no T4 registra-se 0 VM1 com taxa transpiratoria maior do
que o VM5 (FIGURA 6).

Para a fotossintese, também foi observada interacdo significativa entre os fatores, com
os tratamentos T2 e T3 apresentando os menores valores para ambos os clones, ¢ as plantas do

grupo T4 ¢ TS com valores proximos ao controle (FIGURA 7).
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Figura 7 - Fotossintese dos clones VM1 e VM5 submetidos ao pré-tratamento com déficit
hidrico durante trés semanas. Controle (T1), ndo sofreu estresse prévio (T2), um
estresse semanal (T3), dois estresses semanais (T4), trés estresses semanais (T5).
Barras com as mesmas letras mintisculas entre os clones e maiusculas para os
tratamentos dentro dos clones ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott (p<

0,05).
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Fonte: Do autor (2019).

Quanto a concentragdo interna de CO,, a analise de variancia revelou significancia
apenas para o fator ciclos de estresses, ndo mostrando diferencgas significativas entre os
clones, como também ndo observando interagdo significativa entre os dois fatores. Quantos
aos ciclos de estresses, foi constatada reducdo significativa nas plantas do grupo T2 e T3,

quando comparadas a todos os outros trés grupos de plantas, T1, T4 ¢ TS (FIGURA 8).
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Figura 8 - Concentragdo interna de carbono (Ci) nos clones VM1 ¢ VM5 submetidos ao pré-
tratamento com déficit hidrico durante trés semanas. Controle (T1), ndo sofreu
estresse prévio (T2), um estresse semanal (T3), dois estresses semanais (T4), trés

estresses semanais (T5). As letras comparam os tratamentos de acordo com o teste
de Scott-Knott (p< 0,05).
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Fonte: Do autor (2019).

Para a EiUA também foi encontrada diferenca significativa apenas para os ciclos de

déficit hidrico, ndo registrando diferengas entre os clones, nem interagdo significativa entre os
fatores (FIGURA 8).
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Figura 9 - Eficiéncia instantanea de eficiéncia no uso da dgua dos clones VM1 e VM5
submetidos ao pré-tratamento com déficit hidrico durante trés semanas. Controle
(T1), ndo sofreu estresse prévio (T2), um estresse semanal (T3), dois estresses
semanais (T4), trés estresses semanais (T5). As letras comparam os tratamentos
de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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Fonte: Do autor (2019.

As plantas que ndo passaram por nenhum ciclo de estresse apresentaram, ao nono dia
de déficit hidrico EiUA, maior do que todos os outros tratamentos, mostrando valores
proximo a 6 pmol CO2/mmol H,O (FIGURA 9).

A eficiéncia fotoquimica potencial dos clones ¢ mostrada na Figura 10, na qual
verifica-se que o VM5 apresentou significativamente maior rendimento quantico do que o

VMI.
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Figura 10 - Rendimento quantico da fluorescéncia da clorofila a (Fv /Fm ) dos clones VM1 e
VMS submetidos ao pré-tratamento com déficit hidrico durante trés semanas.
Controle (T1), ndo sofreu estresse prévio (T2), um estresse semanal (T3), dois
estresses semanais (T4), trés estresses semanais (T5). As letras comparam os
tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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Fonte: Do autor (2019).

Quando se analisou os tratamentos independente dos clones, observou-se redugdo
significativa no grupo de plantas que ndo passaram pelos ciclos de estresse (T2) e nas plantas

que passaram apenas por um ciclo de estresse (FIGURA 11).
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Figura 11 - Rendimento quantico da fluorescéncia da clorofila a (Fv /Fm) dos clones VM1 e
VMS submetidos ao pré-tratamento com déficit hidrico durante trés semanas.
Controle (T1), ndo sofreu estresse prévio (T2), um estresse semanal (T3), dois
estresses semanal (T4), trés estresse semanal (T5). As letras comparam os
tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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Fonte: Do autor (2019).

3.3  Mortalidade das plantas

A sobrevivéncia das plantas foi maior nos grupos de plantas que passaram pelos ciclos

de estresse. Mais interessante ainda ¢ que a sobrevivéncia foi maior com o aumento do

numero de estresse (FIGURA 12).
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Figura 12 - Quantidade de plantas mortas apds 22 dias de déficit hidrico. Plantas sem estresse
prévio (T2), um estresse semanal (T3), dois estresses semanais (T4), trés estresses
semanais (T5).
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Fonte: Do autor (2019).

Além da maior sobrevivéncia final das plantas ao longo dos dias, ¢ possivel visualizar
que, enquanto no T2 as plantas comecaram a morrer no 10° dia, nos tratamentos T4 ¢ TS5, a
morte das plantas iniciou-se no 15° e 13° dia de déficit hidrico, respectivamente.

No décimo quinto dia todas as plantas do T2 estavam mortas, tanto as do VM1, como
as do VMS. As plantas que conseguiram resistir por mais tempo, foram as do grupo T4 e TS,
que sobreviveram por 22 dias, 7 dias a mais do que as plantas que ndo tinha passado por

estresse anterior.

3.4  Analises bioquimicas

Para as analises de H,O» os dados n3o mostram interagdo entre os fatores (Clones x
Ciclos de estresse), apresentando significancia individual para cada um dos fatores.

Verificando a diferenca de concentragdo de H20: entre os clones, observou-se que no
clone VM1 foi encontrado 40,38% mais H>O> do que do VM5 (FIGURA 13).
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Figura 13 - Concentracdo de peroxido de hidrogénio em folhas dos clones VM1 e VMS5
submetidos ao pré-tratamento com déficit hidrico durante trés semanas. Controle
(T1), ndo sofreu estresse prévio (T2), um estresse semanal (T3), dois estresses
semanais (T4), trés estresses semanais (T5). As letras comparam os tratamentos
de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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Fonte: Do autor (2019).

Ao analisar os diferentes ciclos de déficit hidrico, observou-se aumento na
concentracdo de HO2 em 113% no T2 € 69,9% no T3 em relagdo ao T1. Nos tratamentos que
receberam dois e trés ciclos de déficit hidrico semanais ndo foram observadas diferencas
significativas com o controle. Todavia, nimeros maiores de ciclos de estresse foram eficientes

para evitar o aumento da concentragdo de H.O, (FIGURA 14).
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Figura 14 - Concentracdo de peroxido de hidrogénio em folhas dos clones VM1 e VMS5
submetidos ao pré-tratamento com déficit hidrico durante trés semanas. Controle
(T1), ndo sofreu estresse prévio (T2), um estresse semanal (T3), dois estresses
semanais (T4), trés estresses semanais (T5). As letras comparam os tratamentos
de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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Fonte: Do autor (2019).

Para o MDA foram observadas diferencas significativas apenas para fator ciclos de
estresse, ndo verificando diferengas entre os clones e nem interagdo significativa entre os
fatores. Foi observado aumento na concentragio de MDA em todos os tratamentos que
passaram pelo déficit hidrico, destacando os tratamentos T2 e T3 com concentracdo de MDA
em torno de 93 e 82% respectivamente, acima do tratamento que estava sendo mantido

irrigado (FIGURA 15).
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Figura 15 - Concentragdo de malondialdeido em folhas dos clones VM1 e VM5 submetidos
ao pré-tratamento com déficit hidrico durante trés semanas. Controle (T1), ndo
sofreu estresse prévio (T2), um estresse semanal (T3), dois estresses semanal
(T4), trés estresse semanal (T5). As letras comparam os tratamentos de acordo
com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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Fonte: Do autor (2019).

Quanto a atividade da SOD ndo se observou intera¢do significativa entre os fatores
estudados, havendo apenas significancia individual em cada um dos fatores. Para os clones,

nota-se que o VM1 apresentou atividade 20,02% maior do que o VM5 (FIGURA 16).
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Figura 16 - Atividade da Dismustase do Superoxido (SOD) em folhas dos clones VM1 e VM5
submetidos ao pré-tratamento com déficit hidrico durante trés semanas. Controle
(T1), ndo sofreu estresse prévio (T2), um estresse semanal (T3), dois estresses
semanais (T4), trés estresses semanais (T5). As letras comparam os tratamentos
de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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Fonte: Do autor (2019).

Quanto aos ciclos de estresse hidrico, verifica-se que as plantas que passaram pelo pré-

tratamento mantiveram os niveis de atividade da SOD semelhantes ao T1.
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Figura 17 - Atividade da Dismustase do Superoxido (SOD) em folhas dos clones VM1 e VM5
submetidos ao pré-tratamento com déficit hidrico durante trés semanas. Controle
(T1), ndo sofreu estresse prévio (T2), um estresse semanal (T3), dois estresses
semanais (T4), trés estresses semanais (T5). As letras comparam os tratamentos
de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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Fonte: Do autor (2019).

Variagdo semelhante a encontrada para a SOD foi observada na atividade da CAT, ndo
apresentando interagdo significativa entre os fatores estudados. Para os clones foram
encontrados, assim como observado na atividade da SOD, maiores atividades no clone VM1

(FIGURA 18).
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Figura 18 - Atividade da catalase (CAT) em folhas dos clones VM1 e VM5 submetidos ao
pré-tratamento com déficit hidrico durante trés semanas. Controle (T1), ndo sofreu
estresse prévio (T2), um estresse semanal (T3), dois estresses semanais (T4), trés

estresses semanais (T5). As letras comparam os tratamentos de acordo com o teste
de Scott-Knott (p< 0,05).
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Quanto aos ciclos de estresse, houve apenas diferencas significativas dos tratamentos
em relagdo ao controle, ndo apresentando diferenca estatistica entre os diferentes ciclos de

estresse (FIGURA 19).
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Figura 19 - Atividade da catalase (CAT) em folhas dos clones VM1 e VM5 submetidos ao
pré-tratamento com déficit hidrico durante trés semanas. Controle (T1), ndo sofreu
estresse prévio (T2), um estresse semanal (T3), dois estresses semanais (T4), trés

estresses semanais (T5). As letras comparam os tratamentos de acordo com o teste
de Scott-Knott (p< 0,05).

Atividade (umol H,0, min”' mg'l MF)
(on

T1 T2 T3 T4 TS5
Tratamentos

Fonte: Do autor (2019).

Quanto a atividade da monodeidroascorbato redutase verificou-se aumento em todos
tratamentos que sofreram déficit hidrico, porém, observa-se também que aqueles tratamentos
que passaram por mais ciclos de estresses (T4 e T5), apresentaram menor atividade da

MDHAR do que os tratamentos T2 ¢ T3 (FIGURA 20).
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Figura 20 - Atividade da monodeidroascorbato redutase (MDHAR) em folhas dos clones
VM1 e VMS submetidos ao pré-tratamento com déficit hidrico durante trés
semanas. Controle (T1), ndo sofreu estresse prévio (T2), um estresse semanal
(T3), dois estresses semanais (T4), trés estresses semanais (T5). As letras
comparam os tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).
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Fonte: Do autor (2019).
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4 DISCUSSAO

4.1  Peso dos vasos e potencial hidrico foliar

Para os pesos dos vasos, de acordo com a analise de variancia ndao ha diferencas
significativas dentro de cada tratamento isolado, entretando, verifica-se interagao significativa
entre as fontes de variagdo. Analisando os clones individualmente em todos os niveis de
déficit hidrico, nota-se para o VMI, que o T1 apresentou pesos dos vasos superiores aos
demais, mostrando estar mais hidratado. Quanto aos outros tratamentos, o T2 ¢ o T3 estavam
com quantidade de agua estatisticamente semelhante, porém, com umidade significativamente
mais baixa dos que os tratamentos T4 e TS. Esses ultimos se apresentavam com quantidade de
agua estatisticamente semelhante entre eles (FIGURA 3).

Quanto a0 VM5, destaca-se o T1 com quantidade de agua superior aos demais
tratamentos. Os tratamentos que passaram por déficit hidrico apresentaram evapotranspiragao
semelhante, como excecdo do TS5, que manteve a umidade do solo superior aos demais
(FIGURA 3).

A reducdo no potencial hidrico observada na Figura 3, em que plantas dos tratamentos
T2 e T3 apresentam potenciais hidricos mais baixos do que os outros grupos plantas,
correlaciona-se com a redugédo de agua no substrato, uma que este acaba dificultando absor¢do
de agua, e assim, diminuindo o Ww foliar. Nota-se ainda aumento gradativo do WYw da folha
com o aumento do nimero de estresses, mostrando a capacidade que as plantas possuem para
ajustar o seu metabolismo a ponto de responderem mais rapido a um estresse no qual ela ja

havia sido submetida (MARCOS et al., 2018).

4.2 Trocas gasosas

Os dados de condutancia estomadtica condiz com o que foi observado no potencial
hidrico, uma vez que, aqueles tratamentos com menor potencial hidrico apresentaram menor
condutancia estomatica, provavelmente pelo fato dessas plantas estarem sinalizando a reducao
da umidade do solo e, assim, estimulando o fechamento dos estdmatos que, por consequéncia,
aumentou a resisténcia estomatica e de forma inversa diminuiu a condutancia estomatica.

A redugdo da condutincia estomatica nas plantas do grupo T2 e T3 pode estar
relacionada com o aumento da biossintese do acido abscisico (ABA), fitohorménio que induz

o fechamento estomatico (VIRLOUVET; FROMM, 2015). Em cana-de-agucar, por exemplo,
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foi encontrada relagdo inversa entre concentragdo de ABA e condutancia estomatica. No
entanto, quando plantas de cana-de-agucar foram expostas a trés ciclos de secas, observou-se
concentracdes menores de ABA ao final do ultimo ciclo. A menor concentragdo de ABA,
provavelmente ocorreu em fungdo de um melhor ajustamento no metabolismo para tolerar as
condi¢gdes de déficit hidrico. Esse ajustamento e/ou alteracdes podem ter sido causadas e
pontencializadas a cada ciclo de estresse, conferindo a planta maior tolerancia ao déficit
hidrico (MARCOS et al., 2018).

As alteragdes na taxa fotossintética sdo controladas, dentre muitos fatores, pela
resisténcia imposta pelos estomatos a trocas de moléculas de H2O e CO2, permitindo o aporte
de substrato (CO,) para Ribulose-1,5-Bisfosfato Carboxilase Oxigenase (RuBisCO), tornando
possivel a realizagdo da fotossintese adequadamente (TAIZ et al., 2017).

Como observado, a baixa condutincia estomatica e a baixa transpiracdo,
principalmente em T2 e T3 sdo resultados de uma situacdo de estresse enfrentada por esses
grupos de plantas. Essa condi¢do induz, dentre varios mecanismos, o fechamento estomatico,
que, por sua vez, provoca aumento da resisténcia a troca de gases reduzindo a desidratagdo.
Porém, da mesma forma que o aumento da resisténcia estomatica reduz a perda de agua, ela
também reduz a entrada de CO, na camara subestomatica disponibilizando menos carbono
para a RuBisCO e, por consequéncia, reduz a assimilacdo de COs,.

Além de influenciar a fotossintese, a baixa condutancia estomatica reflete dirctamente
na entrada de CO; para a camara subestomatica. Uma vez que isso acontece, atrelado com a
continuidade da fotossintese, a concentragdo interna de carbono tende a diminuir. Tal fato é
observado na Figura 8, em que mostra os tratamentos T2 e T3 com as menores concentragdes
de carbono interno entre todos os tratamentos.

A concentragdo de Ci ¢é influenciada por fatores atmosféricos, podendo ser mediada
pela interacdo desses fatores com a planta através dos estomatos, pela fotossintese,
conduténcia estomatica e concentragdo externa de CO2 (LAWSON et al., 2014). Diversos
tipos de estresses ambientais ocasionam a reducdo dos niveis de Ci. Essas alteragdes
favorecem a formagdo de oxigé€nio reativo, o qual pode permanecer nesse estado por periodos
curtos, podendo reagir com proteinas, acidos nucleicos, pigmentos ¢ lipideos (HATZ, 2007).
Consequentemente, niveis de enzimas antioxidantes podem sofrer alteragdes para amenizar
danos provocados pelas espécies reativas de oxigénio.

A FEiUA mostra que, mesmo com a redugdo da fotossintese a niveis baixissimos, a
EiUA aumentou nas plantas do grupo T2. Esse aumento do EiUA acontece uma funcdo da

baixa transpiragdo que evita a perda excessiva de agua, aumentando assim a relagdo A/E
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(FIGURA 9). Para os outros tratamentos, justifica-se menor EiUA, visto que a taxa
fotossintética foi mais afetada do que a transpiragéo.

A EiUA ndo esta diretamente correlacionada com a produtividade em plantios de
eucaliptos (WHITE et al., 2016). Sendo, no entanto, resultado de mecanismos que visam
priorizar a sobrevivéncia em condi¢des estressantes (SILVA et al., 2015). Uma vez que a
EiUA ¢ estabelecida pela relagdo de A/F, espera-se que em condigdes ideais de hidratagdo,
radiacdo e temperatura amenas, os estomatos estejam abertos facilitando a entrada de CO; e
saida H>O. O aumento da perda de agua ira reduzir a EiUA, de maneira a priorizar aumento da
biomassa, visto que ndo ha necessidade de recorrer a mecanismos que evitem desidratagao.
Por outro lado, em condi¢cdes nas quais a quantidade de agua ¢ um fator limitante, os
gendtipos que apresentarem maior EiUA conseguirdo maior acumulo de biomassa.

O rendimento quantico da fluorescéncia da clorofila ¢ reduzido nas plantas dos
tratamento T2 e T3, porém, mantido nas plantas dos tratamentos T4 e TS5, de maneira geral,
mostram que o ciclo de estresse condicionam as plantas a tolerarem maiores periodos de seca.
No entanto, apesar de ter o rendimento quantico reduzido, nesse estagio do estresse, essas
plantas ainda mativeram o aparelho fotossintético em bom estado. Considera-se dano no
aparelho fotossintético quando a razdo F./Fn atinge valores abaixo de 0,75 (BOLHAR-
NORDENKAMPF et al., 1989).

4.3  Mortalidade das plantas

A maior sobrevivéncia constatada nas plantas dos grupos T4, pode ser em fungdo do
maior intervalo entre um estresse e outro, atrelado com uma quantidade de ciclos de estresses
suficientes para promover a aclimatagdo das plantas. Estudos sugerem que além dos
mecanismos de tolerdncia induzidos pelo déficit hidrico, a disponibilidade de reservas de
carbonos no inicio de cada episédio de estresse é fundamental para a determinagdo da
tolerdncia em recorréncia do mesmo tipo de estresse ou qualquer estresse de outra natureza.
Assim, repetidos estressea em intervalos curtos de tempo, seria insuficiente para preencher
todas as reservas de carbono, ndo permitindo que tolere de forma adequada o proéximo
estresse, deixando-a mais debilitada a cada ciclo (NINEMETS et al., 2010). Dessa forma,
acreditava-se que as plantas que passaram por dois estresses semanais sobreviveriam por mais
tempo do que as que sofreram trés estresses por semana, visto que tiveram mais tempo para
reporem suas reservas de carbono. No entanto, ndo foi observada nenhuma diferenga entre os

dois tratamentos que comprovasse isso.
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4.4  Analises bioquimicas

A exposic¢ao de plantas ao déficit hidrico geralmente resulta na geracdo de EROs como
os radicais superoxidos (O2) e peréxido de hidrogénio (H20:), que podem reagir com
lipidios, proteinas ¢ DNA, causar danos oxidativos e alteracdo das fung¢des normais das
células (FOYER; FLETCHER, 2001).

O aumento da produgdo de EROs, nesse caso, particularmente de H>O», provocou
aumento da peroxidagdo lipidica, conforme indicado pelo teor de MDA significativamente
mais elevados em plantas dos tratamentos T2 e T3 (FIGURA 15).

Nas plantas do grupo T4 e T5, observa-se menores concentra¢des tanto de H.O2, como
de MDA. Essas menores concentracdes para esses compostos podem estar relacionadas tanto
com uma menor geracdo de EROs nessas plantas, como também a maior eficiéncia do
complexo antioxidante em combater os radicais livres.

As EROs ndo apenas causam a peroxid¢ao lipidica da membrana, mas também podem
levar a danos em proteinas e inativam enzimas envolvidas em diferentes processos
fisiologicos (SAIRAM et al., 2002). Para evitar esses danos, as plantas possuem um sistema
defensivo catalisado por enzimas especializadas na eliminagdo dessas EROs, e quem em
condicdes de estresses estdo bem ativos (TARIQ et al’., 2018). A atividade de algumas dessas
enzimas (SOD, CAT e MDHAR) que compde esse complexo enzimatico foram avaliadas, a
fim de verificar as altera¢des provocadas pelos diferentes ciclos de estresse.

Os dados observados para a SOD correlacionam com os resultados obtidos para
quantificacdo de H>O, e MDA, uma vez que valores de H, O, ¢ MDA mais altos estdo
justamente nos grupos de plantas com maior aividade da SOD.

Sendo a SOD uma das enzimas do complexo antioxidantes com acdo intracelular
presente em todos os organismos aerobios, e em todos os compartimentos subcelulares
propensos ao estresse oxidativo originado por espécies reativas de oxigénio (EROs), cla age
removendo o Oy catalisando sua dismuta¢do, sendo um Oz reduzido a H>O» ¢ outro oxidado
a O (GILL; TUTEJA, 2010). Além disso, a SOD ¢ a enzima dentro do grupo dos
antioxidantes que responde mais rapidamente ao estresse oxidativo, portanto, importante na
tolerancia ao estresse de plantas por fornecer a primeira linha de defesa contra os efeitos
toxicos provocados pelo acimulo de EROs (SHVALEVA et al., 2006).

Aumento na atividade da CAT também foi observado por Menezes-Silva et al. (2017)
quando avaliaram o efeito de eventos repetidos de déficit hidrico em Coffea canephora. Além

do aumento na atividade da CAT foi observado pelos autores maiores concentracdes de
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glicina indicando aumento da atividade fotorrepiratéria e geragdo de H»O», sugerindo que
maiores atividade da CAT foi uma das estratégias utilizadas pelas plantas para mitigar os
efeitos prejudicias do H20x.

Importante observar também, que o nimero de ciclos de déficit hidrico influenciou,
reduzindo cerca de 34%, quando comparados ao T2 e ao T4. Aumento na sintese e atividade
da MDHAR ¢ uma resposta primaria ao déficit hidrico, mitigando o estresse oxidativo,
aumentando a regeneragdo do ascorbato, como também da glutationa ¢ de suas formas
oxidadas, a fim de manter o balango celular redox (NOCTOR et al., 2002). Em conformidade
com o que foi afirmado, maior atividade da MDHAR foi observada em mudas de Oryza
sativa L., quando submetidas a déficit hidrico progressivo, mostrando aumento de atividade
proporcional ao aumento do déficit hidrico (PYNGROPE; BHOOMIKA; DUBEY, 2013).

Efeitos dos estresses recorrentes sdo observados no presente trabalho, haja vista que

em muitas das variaveis analisadas os ciclos de estresse contribuiram para respostas positivas.
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que as plantas, quando expostas a multiplos ciclos
de déficit hidrico, ajustam o seu metabolismo, potencializando os mecanismos de defesa para
responderem mais rapido e vigorosamente em uma futura situagdo de seca.

De maneira pratica, os dados indicam que o indice de pegamento de mudas de
eucalipto pode ser melhorado quando o manejo de ciclo de déficit hidrico for aplicado ainda
em condi¢gdes de viveiro. Dessa forma, diminuira a necessidade de replantio e também a

quantidade de agua utilizada, reduzindo o custo de implantagdo da floresta.
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