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RESUMO GERAL

O cedro australiano é uma espécie florestal tropical e subtropical que tem sido plantada em
regides do cerrado brasileiro sujeitas ao déficit hidrico. Possui grande capacidade para atividade
de reflorestamento permitindo investigar a exposi¢édo a sucessiveis ciclos de seca, para serem
plantadas em locais com pouca disponibilidade hidrica. O objetivo desse estudo foi avaliar e
caracterizar os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos dos clones de cedro australiano, quando
submetidos a multiplos ciclos de déficit hidrico, comparadas as plantas de evento Unico de
estresse, ambos apos a reidratacdo. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com
mudas de clones comerciais, BV 1110, BV 1210 e BV 1321. Esses foram separados em grupos
de plantas de irrigagcdo continua — CDHO, submetidas a um ciclo de déficit hidrico - CDH1 e a
trés ciclos de déficit hidrico— CDH3, seguidos de reidratacdo. Foram feitas anélises de potencial
hidrico foliar (Wwfliar), trocas gasosas (taxa fotossintética liquida — A, condutancia estomatica
— s e transpiracdo — E), analises biométricas (altura total — H, comprimento da raiz principal -
CR, didmetro do caule no nivel do colo - D, nimero de folhas totais - NF, nimero de foliolos
totais- NFI, area foliar total — AF, massa seca dos foliolos, caule e raiz, comprimento radicular
especifico e porcentagem de agua no tecido radicular), fluorescéncia da clorofila a,
determinacdo do teor de pigmentos fotossintéticos, determinacdo dos carboidratos (amido,
sacarose, acucar soluvel total, acucar redutor), proteinas, aminoacidos, prolina, atividade de
enzimas do metabolismo antioxidante (dismutase do superdxido - SOD, catalase - CAT e
ascorbato peroxidase - APX) e do conteddo de perédxido de hidrogénio (H202) e peroxidacédo
lipidica (MDA). O clone BV 1110, obteve maior CR sob seca, porém o estresse ndo foi
suficiente para reduzir seu metabolismo. A prolina foi um indicador de estresse pelo alto
conteudo encontrado nos grupos CDH1 e CDH3 sob déficit, assim como o H20». Das enzimas
antioxidantes, a atuante foi a SOD nas folhas e raizes. O clone BV 1210, apesar dos valores
reduzidos para numero de folhas, foliolos e fluorescéncia da clorofila @ sob DH, foram
restaurados apo6s a reidratagdo. O contetudo de prolina e H>O» foi reduzido no grupo CDH3 sob
DH. A CAT foi a enzima mais ativa nas folhas desse clone sob estresse hidrico. O clone BV
1321 obteve o menor CR, potencial hidrico, reducdo no NF e NFI no grupo CDH3. A
maquinaria fotossintética foi alterada pela seca e recuperada apds reidratagdo. Houve consumo
de carboidratos nas folhas e raizes. O H202 também foi reduzido no grupo CDH3 sob DH ¢ a
enzima atuante foi a APX, no grupo de plantas CDH1 sob DH. Sendo assim, o clone BV 1110
se mostrou resistentes ao déficit hidrico imposto por ndo alterar suas caracteristicas de
crescimento e desenvolvimento. Os clones BV 1210 e BV 1321 realizaram ajustes metabolicos
(ndo padronizados) que as permitiram exibir diferentes respostas nos grupos CDH1 e CDH3. E
os parametros utilizados para caracterizacdo dos clones de cedro australiano mostraram ser
satisfatdrios para considerar o clone BV 1210 resiliente ao déficit hidrico imposto.

Palavras-chave: Toona ciliata. Seca. Carboidratos. Estresse hidrico.



ABSTRACT

Australian cedar is a tropical and subtropical forestry species that has been planted in regions
of the Brazilian cerrado that are subjected to water deficit. It has great capacity for reforestation
allowing investigation of exposure to successive drought cycles, aiming for planting in
locations with little water availability. This study aimed to evaluate and characterize
physiological and biochemical mechanisms of different Australian cedar clones, when
subjected to multiple water deficit cycles, compared to plants with a single stress event, both
after rehydration. The experiment was carried out in a greenhouse with seedlings from the
commercial clones BV 1110, BV 1210 and BV 1321. These clones were separated into groups
classified as plants with continuous irrigation - CDHO, submitted to one water deficit event -
CDH1 and three water deficit events - CDH3, all followed by rehydration. The clone
performance, under these conditions, was evaluated by different physiological and biochemical
traits. The performed analysis determined leaf water potential (Wwroliar), gas exchange (net
photosynthetic rate - A, stomatal conductance - gs and transpiration - E), biometry (total height
- H, main root length- CR, stem diameter at the base level - D, number of total leaves - NF,
number of total leaflets - NFI, total leaf area - AF, dry mass of leaflets, stem and root, specific
root length and root water percentage), chlorophyll fluorescence a, photosynthetic pigment
content, carbohydrates (starch, sucrose, total soluble sugars, reducing sugars), proteins, amino
acids, proline, enzyme activity of the antioxidant metabolism (superoxide dismutase - SOD,
catalase - CAT and peroxidase ascorbate - APX) and content of hydrogen peroxide (H20-) and
lipid peroxidation (MDA). Under drought, the BV 1110 clone showed higher CR, but the stress
was not enough to reduce its metabolism. Proline was an indicator of stress due to its high
content in the groups CDH1 and CDH3 under water deficit, as well as H2O.. Among the
antioxidant enzymes, SOD was the one active in leaves and roots. The BV 1210 clone had
reduced number of leaves, leaflets and chlorophyll fluorescence a under DH, but they were
restored after rehydration. The content of proline and H2O> was reduced in the CDH3 group
under DH. CAT was the most active enzyme in the leaves of this clone under water stress. The
BV 1321 clone had the lowest CR, water potential and reduction in NF and NFI in the CDH3
group. The photosynthetic machinery was altered by drought and recovered after rehydration.
Carbohydrates consumption was detected in the leaves and roots. H.O, was also reduced in the
CDH3 group under DH. APX was the active enzyme in the CDHL1 plant group under DH. Thus,
the BV 1110 clone proved to be resistant to the imposed water deficit by not changing its
characteristics of growth and development. The BV 1210 and BV 1321 clones performed
metabolic adjustments (non-standard) that allowed them to exhibit different responses in the
CDH1 and CDH3 groups. The parameters used to characterize the Australian cedar clones
proved to be satisfactory to consider the BV 1210 clone resilient to the imposed water deficit.

Keywords: Toona ciliata. Drought. Water deficit. Carbohydrates
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1 INTRODUCAO

As alteracbes nas condicdes climaticas em todo o mundo sob a influéncia do aumento
na temperatura permitem a criacdo de fenbmenos climaticos incomuns, muitas vezes sob a
forma de inundagGes ou déficit hidrico (RAZA et al., 2019). O déficit hidrico é considerado o
mais agravante, pois a exposicao prolongada de plantas a essas condi¢des € 0 que mais acomete
as culturas agricolas e as florestais (ANDROCIOLI et al., 2020; DANG et al., 2019;
DOBBERTIN, 2005; FLETA-SORIANO; MUNNE-BOSCH, 2016; NITSCHKE et al., 2017;
DE OLIVEIRA et al., 2019; PANDEY; SHUKLA, 2015).

No geral, as plantas respondem ao déficit hidrico reduzindo o potencial hidrico, seguido
da desidratacdo celular e diminuicdo da resisténcia hidraulica. Ocorre também a limitacdo na
expansdo celular, no tamanho da folha e da atividade metabdlica. O fechamento estomaético e a
inibicdo da fotossintese se ddo para evitar a perda de 4gua, aumentar a resisténcia difusiva e sua
captacdo de agua com sistemas radiculares mais profundos e ativos (LI; L1U, 2016; RAZA et
al., 2019). A fotossintese € a Gltima a ser afetada em situacfes de estresse severo, em que 0S
elétrons produzidos pela hidrélise da agua se acumulam e passam a ser formadas as espécies
reativas de oxigénio (EROs) que poderdo acarretar em morte celular, quando produzidas em
elevadas quantidades (PFAUTSCH et al., 2016; SHARMA et al., 2012).

Além de levar a diminuicdo da fotossintese, a seca também interfere na respiracao,
translocacédo de assimilados, absorcdo de ions e no metabolismo de carboidratos. Os osmolitos
de baixo peso molecular como os aminoacidos, prolina, &cidos organicos, a sintese de proteinas
e enzimas adequadas alteram a composi¢éo do citosol, causando mudangas nas estruturas das
produtividade (BERTOLLI; MAZZAFERA; SOUZA, 2014; DUSENGE; DUARTE; WAY,
2019). Em vista disso, os efeitos da seca sdo percebidos em todas as escalas organizacionais
das plantas, alterando o equilibrio e conduzindo a uma série de mudancas morfoldgicas,
fisiologicas, bioquimicas e moleculares, e até mesmo afetando a producéo total de biomassa
sob exposicOes prolongadas de seca (LI, 2015; LISARet al., 2012; PINHEIRO;
CHAVES, 2011; SOUZA et al., 2014).

Com a crescente incidéncia de déficit hidrico, o desenvolvimento de culturas resistentes
a seca tende a aumentar por meio de pesquisas de plantas ou culturas sob ambiente controlado,
a fim de explorar sua produtividade (GOSAL; WANI; KANG, 2009). No caso das espécies

florestais, a exploragdo da tolerancia ao estresse hidrico € necesséria para industrias baseadas
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em madeira para o crescimento sustentavel e equilibrado (QURESHI, 2003; YOUSAF et al.,
2018).

O cedro australiano (Toona ciliata M. Roemer) é uma espécie florestal tropical e
subtropical que possui crescimento rapido e alta produtividade, pertencente a familia Meliaceae
(HONG-GANG et al., 2014; LORENZI et al., 2003). A espécie tem sido plantada em regides
do cerrado brasileiro sujeitas ao déficit hidrico e tem se mostrado com capacidade de tolerancia
a seca por alguns meses (HEINRICH; BANKS, 2006; HONG-GANG et al., 2014). Além disso,
possui grande capacidade para atividade de reflorestamento o que permite investigar a
exposicao a sucessiveis ciclos de seca, resultando em plantas exibindo respostas rapidas e fortes
e sendo capazes de serem plantadas em locais com pouca disponibilidade hidrica (WANG et
al., 2017).

A selecdo de clones resilientes ao deéficit hidrico € uma estratégia promissora para
aumentar a produtividade em regides mais predispostas ao estresse hidrico mais rigoroso. Os
programas de melhoramento para a resiliéncia a seca geralmente selecionam os melhores
genotipos baseados no crescimento e na produtividade em condigBes de déficit hidrico
(ATAIDE et al., 2019; BERENGUER et al., 2018). A resiliéncia é considerada um dos
melhores mecanismos das plantas para tolerar a seca e refere-se as alteracGes que permitem a
planta suportar o estresse, com reducdo no seu desempenho, retornando ao estado de equilibrio
qguando o fator de estresse desaparece, ou seja, € a velocidade da recuperacdo aos niveis de
controle (WESTMAN, 1978). Por isso, a anélise das caracteristicas fisiologicas e bioquimicas
em uma abordagem combinada pode contribuir para adentrar no entendimento dos mecanismos
de resiliéncia a seca.

As alteracdes das plantas em resposta ao déficit hidrico também podem variar de acordo
com o tempo de exposicdo e intensidade do estresse, além do estadio fenoldgico da planta e das
caracteristicas genéticas (CONNOR, 2005; GALLE etal., 2011). Ao longo de seu ciclo de vida,
em seu ambiente natural, as plantas sdo expostas a periodos repetidos de seca que diferem em
duracdo e intensidade, permitindo respostas mais rapidas e melhoradas durante os proximos
eventos de estresse. Alguns autores citam que a exposi¢do continua a um tipo de estresse
comparado com um unico evento pode resultar em uma reducéo no desempenho da planta (HU
et al., 2015; SCHEFFER et al., 2001; WANG et al., 2017). Porém outros sugerem que esses
eventos podem preparar a planta para que ela tenha melhor desempenho diante de novas
situacOes de estresse, também chamada de “memoria do estresse”, uma vez que as mudancas

estruturais e na maquinaria bioguimica contribuem para efeitos significativos na resposta da
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planta que passou pela seca reiterada em relagdo a aquela que ndo passou por esses estresses ao
longo do tempo (FLETA-SORIANO; MUNNE-BOSCH, 2016; KINOSHITA; SEKI, 2014;
MENEZES-SILVA et al., 2017).

Além disso, compreender como essas plantas respondem a seca episodica é de extrema
utilidade para o auxilio na implementagdo de préaticas de manejo frente as alteragGes climaticas
(XU; ZHOU; SHIMIZU, 2010). Estudos realizados com a espécie em situacdo de estresse
hidrico e nutricional mostraram que clones comerciais apresentam caracteristicas diferentes
quanto ao crescimento e desenvolvimento (SANTOS et al., 2016). Porém, ndo foram
encontrados trabalhos com as caracteristicas de respostas aos episddios de seca e reidratacdo do
cedro australiano. Por isso, faz-se necessario compreender as respostas ao estresse prolongado
e 0s mecanismos advindos dos sucessivos eventos do estresse por seca de cultivares de cedro
australiano a fim de aperfeigoar a produtividade dessas plantas.

Conjecturou-se entdo que: (a) a ocorréncia de mdultiplos ciclos de déficit hidrico
influéncia na magnitude das respostas de crescimento e desenvolvimento de mudas de cedro
australiano quando comparados com apenas um evento de seca; (b) os clones de cedro
australiano apresentam caracteristicas contrastantes sob condicGes de déficit hidrico; (c) a
classificacdo de resiliéncia ao déficit hidrico das mudas é proveniente do ajuste nos parametros
fisiologicos e bioquimicos e que; (d) esses parametros podem ser mapeados e isolados
contribuindo para o entendimento do ciclo e do manejo da cultura.

Desta maneira, o objetivo desse trabalho foi avaliar quais os mecanismos fisiologicos e
bioquimicos dos diferentes clones de cedro australiano (7oona ciliata M. Roemer var.
australis), quando submetidos a multiplos ciclos de déficit hidrico quando comparadas as

plantas de evento Unico de estresse, ambos ap0s a reidratacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A Toona ciliata M. Roemer popularmente conhecida como cedro australiano € uma
espécie florestal exdtica proveniente desde a india e Malasia até o sul da Australia. E uma
arvore caducifolia, com tronco cilindro e ereto, que apresenta, no Brasil, periodo de reproducao
nos meses de janeiro a mar¢o (BYGRAVE; BYGRAVE, 2005; FILHO; WENDLING, 2012;
LORENZI et al., 2003). O seu habitat natural sao regides de climas tropicais e subtropicais com
altitudes que variam de 0 a 1500 m e com precipitacdo média anual de 750 — 4000 mm. Possuem
atividades bioldgicas, como acdo antifingica, antidiabética, antibacteriana, antioxidante,
antinflamatdria e analgésica devido a presenca de alcaldides, cumarinas, fendis, flavonoides,
taninos, triterpenos e esterdides (NEGI et al., 2011).

A variedade australis foi introduzida no Brasil pela empresa Aracruz Celulose (ES) em
1973, denominada na época de Aracruz Florestal sendo plantado no norte do Espirito Santo
com a promessa de alta renda aos produtores rurais (BRANDAO, 2005). Doravante, houve
expansdo para as regides Sul da Bahia e na regido Sudeste do pais sugerindo implantacdo da
espécie em areas de cerrado que apresentam baixo potencial hidrico (PINHEIRO et al., 2003).
Por meio da empresa Bela Vista Florestal, foram importadas sementes do cedro australiano e a
partir do ano de 2007, iniciou-se 0s estudos envolvendo o melhoramento genético e a clonagem
da espécie (SANTOS, 2011). Da selecdo genética do cedro australiano foram registrados e
protegidos seis clones no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), dentre
eleso BV 1110, BV 1210 e BV 1321 (FIGURA 1).
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Figura 1 - Imagens dos clones BV1110 (A), BV1210 (B) e BV1321 (C), cultivados na
Fazenda Experimental da Bela Vista Florestal (MAPA), aproximadamente
trés anos de idade.

- (2]

Fonte: MAPA

O cedro australiano exibe grande capacidade de producdo, com crescimento rapido em
condicdes adequadas, podendo alcancar de 20-30m de altura, e maior resisténcia ao ataque de
pragas como a broca do broto terminal (Hipsipyla grandella) que no caso de cedros e mognos
brasileiros, ataca e impede seu crescimento (LUNZ et al., 2009). Além do uso da madeira de
qualidade para ganho comercial, a espécie apresenta grande potencial para atividade de
reflorestamento, visto que é descrita como uma espécie intermediaria, com boa tolerancia ao
sol e a sombra e alta producdo no crescimento consorciado ao café, sendo utilizado para
sombreamento (OLIOSI et al., 2016). Mas, apesar da alta aptiddo na produtividade e na
atividade de reflorestamento, os estudos sdo escassos quanto as respostas fisiologicas e
bioguimicas nas condi¢es ambientais no Brasil.

O futuro do Brasil no abastecimento agricola é cada vez mais promissor, pois € um pais
com grande representatividade para o agronegdcio. Dentre 0s recursos naturais necessarios para
a expansao da producédo de alimentos e de matéria prima para a industria de transformagéo,
destaca-se o relevo compativel com a producéo e a disponibilidade de agua. Por esse motivo
tem-se a necessidade da exploracéo e utilizacdo de areas de menor capacidade para cultivo
sejam por menor aptidao agricola, limitacBes em qualidades fisicas e quimicas do solo, bem
como condi¢Oes de temperatura e precipitagdo menos favoraveis (CARMO; ALMEIDA, 2016).

O setor florestal tem se expandido, principalmente, para areas do cerrado, as quais
apresentam ciclos da estagéo de seca. Com isso a mortalidade de florestas e culturas, induzidas

pelo déficit hidrico, tem se tornado um dos principais focos de estudos no comportamento das
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plantas, pois periodos longos e/ou sucessiveis de seca podem afetar severamente o crescimento
das plantas e o rendimento da producdo (DUSENGE; DUARTE; WAY, 2019; FATIMA et al.,
2018; WILTSHIRE et al., 2013). Na pratica, para tornar as plantas mais resistentes a variacées
nas condicdes ambientais, os viveiros florestais realizam a rustificacdo de mudas, suspendendo
e diminuindo, progressivamente, o tempo de irrigacdo das mudas, possibilitando menores
perdas ao transferi-las para o campo. Esse processo de rustificagdo ndo objetiva o
desenvolvimento da muda e, sim, a aclimatacdo as condi¢cbes de campo, tornando a
identificacdo de gendtipos resistentes para implantacdo em condi¢fes ambientais adversas,
especialmente em relacdo a deficiéncia hidrica no solo, um desafio para muitas empresas
florestais (TATAGIBA et al. 2007).

A investigacdo sobre a resposta das plantas a &gua também é importante, pois a maioria
dos cenarios de alteracdes climaticas preveem estresses ambientais, como o0 aumento da
temperatura e a seca, ocorrendo simultaneamente em muitas regides (MENEZES-SILVA et al.,
2019; PACHAURI et al., 2014). Essas respostas das plantas a escassez de dgua sdo complexas
e variaveis entre culturas e até mesmo gendtipos, envolvendo mudancas adaptativas e/ou efeitos
deletérios (CHAVES et al., 2003). Uma melhor compreensdo dos efeitos da seca sobre as
plantas é necessaria para aprimorar as praticas de manejo, o melhoramento na agricultura e para
prever o destino da vegetacdo natural sob as mudancas climaticas (CHAVES et al., 2003;
OLIVEIRA; SILVA; CARVALHO, 2016). Entretanto, estabelecer as caracteristicas
fisioldgicas desejaveis para a adaptacdo do vegetal a seca é complicado, pois as respostas
podem ser atribuidas por alterac6es na relacdo da célula com a agua, na composicao das células,
nos processos fisioldgicos e mudancgas morfoldgicas da planta. Essas mudangas podem variar
de acordo com: a idade da planta, seu estddio de desenvolvimento, tempo de estresse,
intensidade do estresse, de espécie para espécie e até mesmo entre gendtipos (BERENGUER
etal., 2018; CHAIl et al., 2016; LIU et al., 2019; YOUSAF et al., 2018).

No metabolismo de todos 0s organismos vivos, a &gua é um solvente, meio de transporte
e um refrigerador evaporativo vital que facilita as reacfes biologicas, e nas plantas, ela também
fornece a energia necessaria para impulsionar a fotossintese. Sendo assim, qualquer limitagcdo
na disponibilidade de &gua tera grande influéncia na vida das plantas (FAROOQ et al., 2009;
SALVADOR, 2013). Para oferecer novas oportunidades e aumentar a eficiéncia no uso da agua
nas plantas, € necessario a manipulagdo humana por meio de técnicas de criacdo, melhoramento
genético, manejo das culturas em ambientes com recursos hidricos, porém é preciso conhecer

0s mecanismos utilizados pelas espécies em situacdo de estresse hidrico.
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O estresse hidrico pode ser caracterizado pela limitacdo no crescimento das plantas e na
fixacdo geral de carbono com consequéncias negativas na produtividade e até mesmo na
sobrevivéncia das plantas, podendo ser acometido por excesso (hipoxia) ou falta de agua (déficit
hidrico) (GRIME, 1979; KRAMER, 1963).

O déficit hidrico, do ponto de vista da planta, é caracterizado pela perda de &gua que
excede a taxa de absorcdo pelas raizes, atuando diretamente nas relagdes hidricas e promovendo
mudancas nas células e vias moleculares (COSTA et al., 2008; FATIMA et al., 2018). A
severidade da seca € definida pela frequéncia, duracdo e intensidade do estresse e pela fase de
desenvolvimento da planta. No tipo moderado a escassez de dgua ocorre em um periodo de
tempo menor e ndo atinge o desenvolvimento da planta completamente, havendo a
possibilidade de reverter o impacto na planta. Quando o estresse é considerado severo, o déficit
hidrico ocorre por mais tempo e impede a planta de se recuperar, comprometendo toda a
producdo (FAROOQ et al., 2009).

Dentre as alteracGes fisiologicas e morfoldgicas em decorréncia da falta de agua, a
primeira resposta das plantas é a diminuicdo na turgescéncia celular e a reducéo do crescimento
devido a paralisacdo no alongamento celular (LARCHER, 2006). As plantas apresentam
mecanismos de sobrevivéncia quando submetidas ao baixo potencial hidrico mantendo o status
hidrico por meio do acimulo de solutos organicos. Juntamente com esse acimulo, as plantas
utilizam o potencial de agua foliar para monitoramento da disponibilidade de dgua no solo pois
a condicdo hidrica influéncia nos processos de crescimento, respiracdo, fotossintese e na
transpiracdo. Na transpiracdo, o controle estomatico é considerado a principal resposta a curto-
prazo, sob condicdes de seca, afetando o potencial hidrico e o transporte de solutos no xilema
da planta (CRAMER et al., 2011; FAROOQ et al., 2009; PFAUTSCH et al., 2016; TARDIEU,;
SIMONNEAU, 1998). Além disso, o déficit hidrico promove diminuicdo na taxa de assimilacao
liquida do CO- (A), na condutancia estomatica (gs) e na transpiracdo (E) de espécies lenhosas
(ALBUQUERQUE et al., 2013; LIMOUSIN et al., 2015). Também héa alteracbes no
metabolismo de carboidratos e alteragdes na atividade de enzimas e sintese proteica
(PINHEIRO; CHAVES, 2010).

A reducdo na assimilacdo de carbono diminui a sintese de trioses fosfato e o crescimento
da planta. Em algumas espécies expostas ao deéficit hidrico ocorre a redugdo de gs e E,
favorecendo a ascensdo de seiva via xilema provavelmente pela sintese ou acimulo de solutos
compativeis, no vactolo ou no citosol. Esses solutos possuem funcdo osmoprotetora, a fim de

manter o equilibrio hidrico e preservar a integridade celular de proteinas, enzimas e membranas,
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para a continuidade das atividades vitais. Dentre esses solutos, a prolina, glicina betaina e os
carboidratos solUveis totais sdo 0s mais comuns que, ao se acumularem levam a reducéo do
potencial hidrico, aumentando a capacidade de absorcdo de agua pelas plantas (CHEN;
MURATA, 2008; SAMARINA et al., 2017; SUDACHKOVA et al., 2002; SZABADOS;
SAVOURE, 2010).

A deficiéncia hidrica pode também acarretar na formagdo do embolismo que € a
presenca de ar dentro do xilema. Essa formacéo € dependente da pressdo negativa do xilema e
da arquitetura hidraulica das plantas. O embolismo reduz a capacidade das plantas de suprir
agua para os tecidos, limitando a abertura estomatica e a fotossintese e causando disfuncéo
hidraulica na planta (PEREIRA et al., 2016). A condutividade hidraulica especifica depende do
diametro dos elementos condutores e do tipo de perfuracdo. Quando os vasos condutores sdo
menores e a resisténcia de filtracdo é alta ocorre a diminuicdo da condutividade hidraulica
especifica. Se a condutividade hidraulica especifica no xilema for alta a planta ficara mais
suscetivel ao embolismo, interrompendo no local o fluxo transpiracional (NARDINI et al.,
2017; VIEIRA; CARVALHO; CAMPELO, 2020).

Sob tais condigcbes, as plantas apresentam estratégias para prevenir e restaurar a
capacidade hidraulica e reparo do embolismo por meio da manutencdo do metabolismo de
carboidratos ndo estruturais (CNS) (BRODERSEN; MCELRONE, 2013; MARTIN-BENITO
et al.,, 2017; NARDINI et al., 2016). Nesse processo de reparo ao embolismo, o carbono
fotossinteticamente assimilado, amido, € despolimerizado em sacarose e frutose e translocado
para a regido periférica do caule, ficando responsavel pela desobstrucdo e reparo do tecido
embolizado (SAIKI et al., 2017; YOHIMURA et al., 2016).

Os carbonos fotossinteticamente assimilados pela planta séo classificados como
carbono estrutural e ndo estrutural. O carbono estrutural é fixado como composto da parede
celular em forma de celulose conferindo resisténcia as paredes (MAHLI, 2011). J& o carbono
ndo estrutural inclui agucares sollveis (sacarose e rafinose), amido, lipidios, aminoacidos,
acidos organicos e alcoois, podendo ser transportados e armazenados em células do parénquima
axial e radial do xilema (HOCH et al., 2003). Os acUcares também sdo reconhecidos como
importantes moléculas reguladoras na sinalizacdo e nas funcbes de eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) nas plantas, afetando dezenas de genes responsivos ao estresse. A
fonte, natureza e a localizacdo dos sinais de agUcar e ndo-agUcar Sdo importantes para
proporcionar um mecanismo regulador integrador que controla varias fun¢es de uma célula
vegetal (BOLOURI-MOGHADDAM et al., 2010).
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Nos processos de transporte na direcdo fonte/dreno a sacarose é o principal agucar néo-
redutor mobilizado (NARDINI et al., 2016). Ela desempenha um papel essencial na regulacéo
de processos metabolicos como a assimilacdo e transporte de carbono e nitrogénio, além das
respostas ao dano oxidativo e a funcdo antioxidante, que neutraliza espécies reativas de
oxigénio (EROs), principalmente radicais hidroxila (HORACIO; MARTINEZ-NOEL, 2013).
Em situacGes de estresse, a sacarose promove a tolerancia pela ativagéo do sistema antioxidante
através da sinalizacdo ou atuacdo como antioxidante (KEUNEN et al., 2013). A sacarose atua
também como uma molécula de sinalizacdo que induz enzimas de sintese de frutanos e ativa a
sintese de amido (MARTINS et al., 2019; VALKO et al., 2007). Além disso, pode controlar a
particdo de assimilados ao nivel da translocacdo floema (GUTIERREZ et al., 2007). No
metabolismo do nitrogénio a sacarose desempenha papel de sinalizador controlando a
assimilacdo, o transporte de nitrogénio e estimula as vias de biossintese de aminoacidos
(VARGAS; PONTIS; SALERNO, 2008).

Outros carboidratos importantes derivados de sacarose sdo 0s oligossacarideos da
familia rafinose (RFOs: extensdes de a-galactosil de sacarose), junto aos frutanos (extensdes
de B-fructosil de sacarose). Esses oligossacarideos e as enzimas do seu metabolismo interagem
indiretamente com as vias de sinalizacdo de EROs. A rafinose é utilizada na protecdo da
fosforilacdo e transporte de elétrons das membranas dos cloroplastos contra desidratagdo e
estresse de alta temperatura (SANTARIUS, 1973). Os frutanos estimulam outros mecanismos
de defesa antioxidantes especificos por meio de mudancgas nas suas concentracdes, atuando
diretamente as mudancas de concentracdo de ascorbato (AsA) e da glutationa reduzida (GSH)
(BOLOURI-MOGHADDAM et al., 2010; LAXA et al., 2019).

Quando o grau e a duracdo do estresse hidrico excederem a tolerancia das plantas, o
excesso de energia levara a um aumento na producdo de EROs. As espécies reativas de oxigénio
celular é composta por radicais como o oxigénio singleto (*Oz), o perdxido de hidrogénio
(H202), o superoxido (O2"), e radicais hidroxila (HO") e causam danos oxidativos aos lipidios,
proteinas e ao DNA (APEL; HIRT, 2004; LAXA etal., 2019; SHARMA et al., 2012). Os efeitos
citotoxicos das EROs podem ser minimizados pela ativacdo do sistema antioxidante, por meio
de enzimas especificas que atuam neutralizando a acdo desses radicais, ou por antioxidantes
ndo enzimaticos.

A neutralizacdo se da por meio da dismutase do superoxido (SOD), que dismuta o
radical superoxido para peroxido de hidrogénio; este, por sua vez, € metabolizado pela acdo de

varias enzimas como: a catalase (CAT), responsavel pela conversao do peréxido de hidrogénio
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a agua e oxigénio, e as peroxidases como peroxidase do ascorbato (APX) e peroxidase do
guaiacol (POD) que reduzem o peroxido de hidrogénio a agua (APEL; HIRT, 2004). Nas
plantas, 0 AsA é encontrando nas organelas da maioria dos tipos celulares sendo o principal
componente detoxificador das EROs devido a sua capacidade de doar elétrons em reacdes
enzimaticas e ndo enziméticas (BLOKHINA et al., 2003; MARCOS et al., 2018). Além desses,
0s agUcares sollveis totais também atuam como antioxidantes, sendo 0s ndo enzimaticos
neutralizadores das EROs que ndo sdo neutralizadas por via enzimatica, como 0 0Xxigénio
singleto e OH.

A producdo de EROs sob déficit hidrico pode ocorrer em diferentes compartimentos
celulares, isto é, parede celular, citosol, nicleo, mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos. No
cloroplasto, através da reacdo de Mehler a producdo de EROs é acelerada devido a reducdo nas
atividades dos fotossistemas e na capacidade de transporte fotossintético, além da inibicdo da
assimilagdo CO2 (FOYER; NOCTOR, 2002). A limitacao da fixacdo de CO2 no ciclo de Calvin
diminui a oxidacdo do NADPH e o elétron da ferredoxina reduzida que seria transferido para o
NADP vai para 0 Oz formando O.". A formacdo do O, também ocorre no citosol,
peroxissomos e no espaco apoplastico (BARBOSA et al., 2014).

Ainda sob estresse hidrico, a atividade fotossintética € inibida nos tecidos vegetais
devido ao desequilibrio entre a captura e a utilizacdo de luz. Ocorre dissipacdo do excesso de
energia luminosa no fotossistema Il (PSII) levando a produgdo excessiva de EROs (SHARMA
et al., 2012; FAROOQ et al., 2009). Os parametros da dinamica da fluorescéncia da clorofila
sdo 0 método ideal para detectar a influéncia do estresse hidrico na fotossintese, devido ao dano
do PSII do 6rgéo fotossintético das plantas. Com a diminui¢do da capacidade de assimilacéo de
CO», o PSII pode regular a taxa de transporte de elétrons e a eficiéncia fotoquimica como
resposta e assim evitar os danos causados pelo excesso de energia luminosa via dissipacdo de
calor.

As medic¢es da fluorescéncia da clorofila a sdo caracterizadas pela fluorescéncia inicial
(Fo) que consiste na fluorescéncia quando os centros de reacdo estdo abertos e refere-se a
emissdo de fluorescéncia pelas moléculas de clorofila do complexo coletor de luz do PSII, a
fluorescéncia méxima (Fm) quando os centros de reacao estdo fechados, fluorescéncia variavel
(Fv) que é definida como a diferencia entre Fm e Fo (Fv=Fm-Fo) e representa o fluxo de
elétrons do centro de reacdo do PSII até a plastoquinona e é também determinada pelo estado
do centro de reacdo (aberto ou fechado); e eficiéncia fotoquimica méxima do PSII (Fv/Fm) que
indica a integridade do aparato fotoquimico do PSIlI (FAROOQ et al., 2009). Além dessas
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caracteristicas, outras sdo bastante utilizadas para avaliar o desempenho fotossintético de
plantas sob estresse, tais como quenching fotoquimico (gP) e ndo fotoquimico (qN), eficiéncia
fotoquimica efetiva do PSII(® PSII), taxa de transporte de elétrons (ETR), dentro outros (ABID
etal., 2016; MAXWELL; JOHNSON, 2000). Elevadas razdes entre Fv/Fm, sob déficit hidrico,
pode ser um indicativo de eficiéncia no uso da radiacdo pela fotoquimica e assimilagdo de
carbono sendo possivel detectar a partir da técnica do rendimento quantico do PSII
(fluorescéncia da clorofila a) (BU et al., 2010; L1 et al., 2017).

Estudos sobre variagBes na tensdo como frio, alta temperatura, salinidade e tolerancia a
seca, se tornaram relevantes nas Gltimas décadas. Apesar disso, as informagGes obtidas desses
estudos levam em considerag&o o evento apenas uma vez na vida da planta (BYUN et al., 2014;
HU et al., 2015; HU et al., 2016). Os episodios recorrentes de seca possuem severidade e
duracdes diferentes e isso faz com que se torne cada vez mais dificil extrapolar as informacdes
relacionadas com apenas um Unico episodio de seca, sendo necessario tomar as devidas
precaucdes (GALLE et al., 2011). A ocorréncia de estresse moderado precoce é conhecida
como "inicializacao" ou priming. O priming esta relacionado a memdria do estresse como sendo
uma maneira potencial de aumentar a tolerancia ao estresse da planta (HILKER et al., 2016;
KINOSHITA; SEKI, 2014; TOMBESI et al., 2018). A “memoria” de um evento passado pode
moldar a planta a responder a estimulos ambientais futuros, resultando em plasticidade
fenotipica. Essa plasticidade permite ao individuo ajustar seu fendtipo ou desenvolver a sua
prépria experiéncia ambiental (SULTAN, 2001). Essa “memdria” do estresse envolve maltiplas
modificacdes no nivel fisiologico, protebmico, transcricional e mecanismos epigenéticos na
planta, que podem ocorrer em qualquer periodo do ciclo de vida, incluindo germinacdo de
sementes, crescimento vegetativo e crescimento reprodutivo (RAMIREZ et al., 2015;
FREITAS-GUEDES et al., 2018).

No caso dos efeitos do priming de plantas expostas ao estresse abidtico como baixa
temperatura, calor e seca, ocorre a manutencdo da homeostase de EROS, aumento da taxa
fotossintética e o maior rendimento de graos (WANG et al., 2014, 2017). Plantas de Arabidopsis
e café submetidas a um ciclo diério de desidratacdo exibiram memoria de estresse fisiologica e
transcricional: as plantas previamente estressadas apresentaram estdmatos parcialmente
fechados durante um periodo de recuperacdo irrigada, facilitando a conservacao da d&gua durante
um estresse seguinte de desidratacdo (FREITAS-GUEDES et al., 2018; VIRLOUVET,;

FROMM, 2015). Outros autores citam que a exposi¢cdo continua a um tipo de estresse
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comparado com um Unico evento pode resultar em uma reducao no desempenho da planta (HU
etal., 2015; SCHEFFER et al. 2001; TOMBESI et al., 2018; WANG et al., 2017).

Por meio de programas de melhoramento para resiliéncia a seca, a sele¢do de genotipos
plantados em regides contrastantes vem contribuindo para o aumento na produtividade e no
crescimento (ATAIDE et al., 2019; BERENGUER et al., 2018). No caso do cedro australiano,
por possuir grande capacidade para atividade de reflorestamento, a espécie tem sido plantada
em regides do cerrado brasileiro sujeitas ao déficit hidrico e tem se mostrado com capacidade
de tolerancia a seca por alguns meses (WANG et al., 2017). Outros estudos, em campo,
avaliaram o conteudo dos CNE nos anéis de crescimento da madeira de Toona ciliata e permitiu
identificar o comportamento e a interagcdo dos genotipos (clones) com as alteracdes climaticas
(ARAUJO, 2019).

Sendo assim, cabe investigar as respostas dos diferentes clones de cedro australiano
guando expostos ao estresse Unico de seca ou sucessiveis ciclos e caracterizar as diferencas no
desenvolvimento e aclimatacdo. Podendo o estresse vir a estimular a potencializacao e a defesa
ou redugédo no seu crescimento e desenvolvimento (BRUCE et al., 2007; FLETA-SORIANO;
MUNNE-BOSCH, 2016; IWASAK; PASZKOWSKI, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local de estudo e condicdes de cultivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Setor de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia/UFLA nos meses de abril a novembro. As analises bioquimicas e
enzimaticas foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia Molecular de Plantas
do Departamento de Biologia/UFLA, localizado no municipio de Lavras -MG.

Durante toda a fase experimental foram realizadas leituras didrias (a cada 1 hora) das
temperaturas maxima, média e minima (T, °C) e da umidade relativa do ar (UR, %) com o
auxilio de um termohigrometro digital Instrutherm (modelo HT-500) posicionado no interior da

casa de vegetacdo (FIGURA 2).

Figura 2 - Vista parcial do stand experimental com os clones BV1110, BV1210 ¢ BV1321,
cultivados em casa de vegetagéo aos 70 dias apds o plantio.

Fonte: do autor.



22

3.2 Material vegetal

Foram utilizadas mudas dos clones BV 1110, BV 1210 e BV1321 de cedro australiano
adquiridas do Viveiro Bela Vista Florestal (Campo Belo-MG), com aproximadamente oito
meses de idade e classificados pela empresa como resiliente, moderado e sensivel ao déficit
hidrico, respectivamente.

O clone BV1110, e proveniente da regido de Iron Range, o clone BV1210 de Pascoe
River, ambos localizados em altitude de 40m, precipitacdo de 2091 mm e classificacdo
climética no sistema Kdppen como AW (tropical de savana — inverno seco). Enquanto que, o
clone BV1321 ¢ oriundo da regido de Shipton Flat, com altitude de 300m, precipitacdo de
1873mm e classificacao climatica CFa (subtropical dmido — verdo quente e itmido). Todas as
regides estdo localizadas no estado de Queensland, na Australia, conforme visto na Figura 3
(ROSADO, 2016; SANTOS, 2011).

Figura 3 — Distribuicdo das origens de cedro australiano na costa leste da Australia

Pascoe River

Iron Range

Shipton Flat

~ Australia

Grande Bala
Australiana

Fonte: Google Mapas
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3.3 Caracterizacao dos tratamentos e delineamento experimental
As mudas com idade de plantio (aproximadamente 8 meses) foram transplantadas para
vasos com capacidade de 8 L, contendo 1/3 de Latossolo Vermelho de textura Argilosa

(TABELA 1) misturado com 1/3 de areia e 1/3 de N-P-K (4-14-8):

Tabela 1- Resultado analitico de identificacdo de amostra do solo coletado.

pH K | P | Na Ca|] Mg | Al [H+tAI| sB | T | T
----- mg/dm? ----- -----cmolc/dm?3 -----

58 | 1611 ] 121 | - 145] 0,39 | 001 | 1,88 | 1,88 | 189 |3,76

V | m MO. | P-Rem | Zn| Fe [ Mn | Cu | B | S

----- %----- | dag/kg | mg/L -----mg/dm? -----

50,03 | 0,53 | 0,99 360 |1,01]5129]1034| 2,39 | 0,06 | 101,80

Legenda: K: potéassio; P: fésforo; Na: sodio; Ca: célcio; Mg: magnésio; Al: aluminio; H+AI:
hidrogénio + aluminio; SB: Soma de Bases Trocaveis; CTC(t): Capacidade de Troca Cationica Efetiva;
CTC(T): Capacidade de troca cati6nica a pH 7,0; V: Indice de Saturagdo de Bases; m=Indice de
Saturacao de Aluminio; M.O.: matéria organica; P-rem: Fosforo remanescente; Zn: zinco; Fe: ferro;
Mn: manganés; Cu: cobre; B: boro e S: enxofre.

As plantas foram cultivadas durante 45 dias em casa de vegetacdo, com irrigacao
constante, para aclimatacao. A adubagao foi dividida em trés partes durante o experimento (uma
vez antes de iniciar os tratamentos (45 dias) e durante a condugdo do experimento, duas vezes,
em um intervalo de 20 dias), utilizando solu¢do nutritiva.

A solugdo foi constituida dos macronutrientes: nitrogénio (300mg N/kg), enxofre (50mg
S/kg) e potassio (1200mg K/kg), e pelos micronutrientes: boro (0,5mg B/kg), zinco (S5mg
Zn/kg), cobre (1,5mg Cu/kg) e molibdénio (0,lmg Mo/kg). Esses tiveram como fontes:
NH4NO3", K2SOs4, KC1 (6,0 mM), H3BOs3;, ZnSO4.7H20, CuS04.7H,0, NaMo004.2H>0,
respectivamente. A composi¢cdo dos nutrientes foi seguida pela recomendagdo de Malavolta
(1980), baseado na analise do solo e demanda da cultura. As doses de N e K foram parceladas
3 vezes, isto ¢ a quantidade total foi dividida por 3 aplicagdes. Durante esse periodo de
aclimatacdo as mudas perderam todas as suas folhas (caducifélia) vindo a recupera-las apos 25
dias.

Ap6s o periodo de aclimatacdo (45 dias), as mudas foram submetidas a ciclos variados
de suspensao da irrigagdo conforme realizado por Menezes-Silva et al (2017), com adaptacdes
(FIGURA 4):

CDHO (grupo 1) — Ciclo de déficit hidrico zero, ou seja, irrigagdo continua;
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CDHI1 (grupo 2) — Um ciclo de déficit hidrico (irrigagcdo suspensa) até a perda da
turgescéncia da folha; seguido de reidratacdo para a recuperacdo da turgescéncia (4 dias da
irrigacao suspensa seguida de 15 dias de hidratagao);

CDH3 (grupo 3) — Trés ciclos de déficit hidrico até a perda da turgescéncia da folha,
seguidos de reidratagdo para a recuperagdo da turgescéncia (4 dias de irrigacdo suspensa + 27
dias de hidratagao* + 4 dias de irrigagdo suspensa + 15 dias de hidratagdo + 4 dias de irrigagao

suspensa + 15 dias de hidratagao).

Figura 4 - Representacao esquematica dos ciclos de déficit hidrico e recuperagdo dos clones de
cedro australiano.

GRUPO 1
(CDHO)
GRUPO 2
(CDH1)
GRUPO 3
O : tA (cpm3)
- e - .
Q.. Yr (o/%0
’?C.O 1 "10 t
(RH)
46 49 77 80 115

Numero de Dias do Experimento

4dias 27 dias* 4 dias 15 dias  4dias 15 dias

Legenda: GRUPO 1, plantas em irrigagao continua (CDHO0); GRUPO 2, plantas submetidas a um evento
de déficit hidrico e reidratadas (CDH1); e GRUPO 3, plantas submetidas a trés eventos de déficit hidrico,
seguidos de reidratagdo (CDH3). D1, D2 e D3 representam 1, 2 e 3 ciclos de déficit hidrico
respectivamente. Os pingos (‘:‘) representam ponto de reidratagdo, as linhas tracejadas (-----. )
representam o periodo de irrigagdo suspensa, os circulos (@) representam as avaliagdes nio destrutivas,
os triangulos (A) representam as coletas destrutivas (Déficit Hidrico - DH e Reidratagdo -RH) ¢ as setas

(t) representam as analises do potencial hidrico das folhas (Wrolna).
Fonte: Do autor (2020).
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O CDH3 consistiu de 3 ciclos de déficit hidrico e reidratacdo. Apos os 45 dias de
aclimatacdo foi suspensa a irrigacdo por 4 dias (tempo necessario para as plantas atingirem
redu¢do maxima da taxa fotossintética, perda de turgescéncia das folhas e baixo potencial
hidrico foliar) em comparagao com as plantas controle (irrigagao continua). Apds esse periodo
a irrigacdo foi mantida constante por 27 dias, onde as plantas submetidas ao estresse atingiram
a maxima taxa fotossintética em comparagdo com as plantas irrigadas — D1. Esse processo foi
repetido por mais dois ciclos (D2 e D3), porém com periodos de reidratacao de 15 dias.

O primeiro ciclo de reidratagao foi mantido por 27 dias devido a chuvas torrenciais que
causaram aumento na umidade relativa do ar influenciando na turgescéncia das folhas.

A perda da turgescéncia foi detectada visualmente, seguida de confirmagao por analise
do potencial hidrico foliar. A rega de plantas hidratadas ocorreu todos os dias por meio da adi¢ao
de 2L de 4gua até a observagdo do solo totalmente imido. Para determinagdo do déficit hidrico
foi feita a suspensao da rega por corte brusco até a queda dos parametros fisioldgicos avaliados.

Foi realizado um pré-teste para analisar o comportamento da planta frente a taxa
fotossintética, potencial hidrico foliar e ponto de turgescéncia das folhas para padronizag¢ao no
parametro de déficit hidrico e reidratagdao. Por meio desse pré-teste foi possivel detectar que no
4° dia de suspensao da rega as mudas reduziram a taxa fotossintética, o potencial hidrico foliar,
atingiram ponto de murcha, indicando déficit hidrico e apds o 4° dia ocorreu a queda foliar
(caducifdlia) a partir da redug@o no potencial hidrico em -3,5 MPa, porém ainda apresentando
capacidade de emitir nova folhagem.

As andlises fisiologicas ndo destrutivas de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila
“a” foram realizadas no mesmo dia em todos os tratamentos. O potencial hidrico foliar foi
avaliado em todos os grupos de plantas (CDHO, CDH1 e CDH3), sempre no 4° dia apds a
suspensdo da rega do grupo CDH3. As coletas para as andlises destrutivas ocorreram no DH
dos grupos de plantas CDH1 e CDH3 e no RH dos grupos CDHO, CDH1 e CDH3, nos horarios
entre 8 € 10h da manha (FIGURA 4).

O delineamento utilizado foi de Blocos Casualizados (DBC), em esquema fatorial
composto de trés clones de cedro australiano (BV1110, BV1210 e BV1321), trés grupos de
plantas (irrigagdo constante — CDHO, um ciclo de restricdo hidrica - CDHI e trés ciclos de
restrigao hidrica — CDH3) e cinco repetigdes, totalizando 75 plantas avaliadas apds dois
momentos (déficit hidrico - DH e reidratagdo - RH). Totalizou-se 75 plantas pois o grupo CDHO

foi coletado para avaliagcdo apenas no momento de RH.
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia por teste Scott-knott ao nivel

de 5% de probabilidade de erro utilizando o software estatistico SISVAR®.

3.4 AvaliacOes

3.4.1 Potencial hidrico da folha

O potencial hidrico foliar foi determinado em foliolos individuais com uma bomba de
pressao tipo Scholander (fabricante), na antemanha (3:30h — 5:30h) de todos os tratamentos nas

etapas de inducao de seca em todos os ciclos de déficit hidrico (D1, D2 e D3).

3.4.2 Trocas gasosas

As medidas fisiologicas de trocas gasosas foram realizadas nos trés grupos de plantas
(CDHO, CDHI1 e CDH3) nos trés ciclos (D1, D2 e D3), em foliolos intactos, completamente
expandidos, no ter¢o médio da planta, entre 9 e 12 horas. Utilizou-se o analisador de gases
infravermelho portatil (IRGA, Li-cor —Li6400 XT, Lincoln, NE, USA), fonte de luz artificial
de fluxo de 1500 umol fétons m™ s!, sob condigdes atmosféricas naturais (~380-390ppm de

COy). As caracteristicas avaliadas foram: taxa fotossintética liquida (4), condutancia estomatica

(gs) e transpiragao (F).

3.4.3 Analises biométricas

Foram mensuradas no periodo de DH (grupo CDHI1 e CDH3) e RH (grupo CDHO,
CDH1 e CDH3), a altura das plantas (H), através da medida do colo até a gema apical, e o
comprimento da raiz (CR), do colo da planta até o meristema apical, utilizando uma régua. O
diametro do caule (D) foi medido no colo da planta com um paquimetro (Modelo Mitutoyo). O
numero de folhas (NF) e nimero de foliolos (NFI1) foram feitos por contagem direta.

Amostras aleatorizadas de dez por cento do total dos foliolos foram utilizadas para
determinagdo da area foliar (AF). A é4rea do foliolo foi determinada utilizando uma camera
Nikon e software (ImageJ).

Os foliolos, caules e raizes foram levados para estufa de circulagdo forgada de ar, a 70

°C, até massa constante para obten¢ao da massa seca (MS) e pesados em balancga digital (modelo
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Shimadzu). Apés pesagem da massa seca o material foi moido em moinho do tipo Willey e
separado para quantificagdo dos carboidratos, proteinas, aminoacidos e prolina. Parte dos
materiais (foliolos e raizes) foram separados e armazenados em ultra-freezer, a -80 °C para
quantificacdo do teor de clorofilas e carotenoides (folhas), da atividade de enzimas do
metabolismo antioxidante e determinagdo do contetido de perdxido de hidrogénio e peroxidacao
lipidica.

O comprimento radicular especifico foi calculado utilizando o valor do comprimento de
raiz (cm)/Massa seca da raiz(g) dado em cm g!. A porcentagem de 4gua no tecido radicular foi
medida através da Massa seca da raiz*100/Massa fresca total da raiz.

€« _

3.4.4 Avaliagoes da fluorescéncia da clorofila “a

As caracteristicas da fluorescéncia da clorofila @ foram determinadas com o uso de um
fluorimetro de luz modulada MINI-PAM (Walz, Germany) em foliolos localizados no ramo
caulinar. As medi¢des ocorreram no periodo noturno entre as 3h e 4h, a fim de garantir
adaptagao ao escuro pelos foliolos, evitando possiveis interferéncias e para determinacao dos
parametros: (Fo) = fluorescéncia minima do foliolo adaptado ao escuro, (Fm) = fluorescéncia
maxima do foliolo adaptado ao escuro, (Fv) = fluorescéncia méaxima variavel, (Fv/Fm) =
maximo rendimento quantico do FSII e (ETR) = taxa relativa de transporte de elétrons. Todas
as medicdes fotossintéticas do rendimento quantico do FSII foram realizadas entre 9h e 12h,
para garantir a adaptacdo do foliolo a luz, sendo (Fm’) = fluorescéncia maxima do foliolo
adaptado ao claro e (F's’) = fluorescéncia estacionaria na luz. As mensuragdes efetuadas com o
auxilio de pingas de metal (DLC-8) acopladas ao sensor MINI-PAM, foram colocadas na regido
mediana dos foliolos, em um dos lados do limbo foliar, evitando-se a nervura central. Os
parametros de rendimento quantico do FSII constituiram de: “quenching” fotoquimico (qP),
“quenching” nao-fotoquimico (qN) e o rendimento quantico efetivo do FSII [Y(II)]. Os
parametros de fluorescéncia foram estimados da seguinte maneira: Fv = Fm/Fo; Y(II) =
Fv’/Fm’, ETR= Y(II) * PAR * 0,5 * 0,87; NPQ = (Fm — Fm’)/Fm  (BOLHAR-
NORDENKAMPF; OQUIST, 1993).

3.4.5 Determinacédo do teor de pigmentos fotossintéticos
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Os teores dos pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides) foram
determinados de acordo com Lichtenthaler e Buschmann (2001). Cerca de 0,1 g de peso fresco
dos foliolos foram mergulhados em frascos dmbar com 10 mL de acetona fria (80%) por
48horas. As amostras foram lidas em um espectrofotometro calibrado com acetona pura. A
absorcao de clorofila foi lida a 663,2 e 646,8nm e carotenoides a 470nm.

A quantificagdo de pigmentos (ug g'' MF) foi realizada de acordo com as equagdes:

Cha: 12,25 x Ass32 — 2,79 X Ass68;

Ch b: 21,50 x Asa6.8 — 5,10 x Ags3 2.

Car: (1000 x A470-1,82 x Cl a - 85,02 x C1 b) /198

E também foi realizado o monitoramento do contetdo relativo de clorofila (mg/cm?)
utilizando-se um clorofilometro portatil (at LEAF). As leituras foram realizadas entre as 8 ¢ 10
horas da manha no ter¢o médio do foliolo. Os valores obtidos (mg/cm?) foram convertidos
utilizando as seguintes formulas:

SPAD = (0,99*LEAF) -10,1
Conteudo relativo de clorofila = ((SPAD?)*(1.25%107)+(SPAD)*(4.04*10#)+(5.52*10%))

3.4.6 Determinacédo dos carboidratos, proteinas, aminoécidos e prolina

Para extragcdo de macro e micromoléculas dos foliolos e raizes foram homogeneizados
0,2 g de massa seca moida, em 10mL de tampao fosfato de potéssio 0,1 M pH 7, seguido de
banho-maria por 30 minutos a 40°C. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000g por 10
minutos, coletando-se o sobrenadante. As aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para as
analises de agucares soluveis totais, agucares redutores, aminodcidos e proteinas
(ZANANDREA et al., 2010 - adaptado).

A extragdo de amido se deu apds os processos de homogeneizagao e centrifugacao dos
tecidos ja descritos anteriormente para obtengdo dos extratos brutos o pellet foi ressuspendido
com 8mL de tampao acetato de potassio 200mM pH 4,8, adicionado 2mL da solu¢do da enzima
amiloglucosidase 1 mg/mL. Esse foi incubado em banho-maria por 2horas a 40°C, centrifugado
a 10.000g por 10minutos. Foi coletado o sobrenadante e armazenado a -20°C. A quantificagao
ocorreu pelo método da Antrona.

Para extrair a sacarose foram utilizados 800 pL do extrato (macro e micro) e 800 uL de
KOH 30% (VAN HANDEL, 1968). Banho-maria a 37°C por 15minutos. A quantifica¢do foi

realizada pelo método da Antrona.
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A quantificag@o do amido foi realizada utilizando aliquota de 70 pL para foliolos e raizes
e a quantificacdo de aglcares soluveis totais (AST), a aliquota foi de 10 pL nos foliolos € 20 pL.
nas raizes, ambas realizada pelo método da Antrona (DISCHE, 1962). Para os agucares
redutores (AR) foi usado o protocolo descrito por Miller (1959), através de DNS, utilizando
aliquota de 200 pL para ambos tecidos vegetais.

Para quantificagdo de aminoéacidos (AA) foi empregada aliquota de 20 pL de foliolos e
raizes e seguido o protocolo descrito por Yemm, Coccking e Ricketts (1955) pelo método da
ninhidrina enquanto que para quantificar a concentragao de proteinas soluveis totais (PTS) foi
usada aliquota de 20 pL para ambos os tecidos vegetais, seguindo o protocolo descrito por
Bradford (1976).

Para a extrag¢do da prolina foram pesados 200mg de matéria fresca dos tecidos vegetais
e maceradas com 10 mL de 4cido sulfosalicilico 3%. Foram agitadas a temperatura ambiente
por 60 minutos e filtradsa com filtro de papel. Para quantificacdo utilizou-se aliquotas de 400
uL do extrato dos foliolos e 800 pL para raizes. Foram adicionadas a 2 ml de ninhidrina acida
(BATLES et al., 1973) e 2 mL de 4cido acético glacial. Em seguida as amostras foram mantidas
por uma hora em banho-maria fervente. Apos resfriamento por imersdo em banho de gelo a
intensidade da cor foi medida a 520 nm. As absorbancias obtidas foram comparadas com curva
padrao de prolina e os resultados expressos em microgramas de prolina/g de matéria fresca

(TORELLO; RICE, 1986).

3.4.7 Determinacédo da atividade de enzimas do metabolismo antioxidante

O material foi devidamente coletado em N> liquido e armazenado em freezer a -80 °C.
Foi macerado 0,2 g de material fresco dos foliolos e raizes para obtengao do extrato enzimatico,
as quais foram adicionados 1.500 pL do tampao de extracao contendo: 375 pL de tampao fosfato
de potassio 400 mM (pH 7,8), 15 uL de EDTA 10 m, 75 pL de acido ascorbico 200 mM, e 1.035
pL de agua. O extrato foi centrifugado a 13.000 g por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante
coletado e armazenado a -20 °C durante o periodo das analises. Os sobrenadantes coletados
foram utilizados nas analises enzimaticas da dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase do ascorbato (APX) (BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT, 1998).

A atividade da SOD foi analisada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducao
do azul de nitrotetrazolio (NBT), em um meio de reagdo composto por: 1 pL de amostra dos

foliolos e raizes, 39 uL de agua e 160 uL. de mix (100 pL de fosfato de potassio 100 mM, pH
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7,8, 40 pL de metionina 10 mM, 3 pL. de EDTA 1 mM, 15 pL. de NBT 1 mM e 2 pL de
riboflavina 0,2 mM). Com a utilizagdo de uma lampada fluorescente de 20W, os tubos com o
meio de reacdo e a amostra foram iluminados por 7 minutos. As leituras foram realizadas a 560
nm e o calculo da enzima foi feito com a seguinte equacao: % de inibi¢do = (Asso amostra com
extrato enzimatico — Aseo controle sem enzima) / (Aseo controle sem enzima). Uma unidade da
SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredu¢do do NBT nas
condig¢des do ensaio (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Os resultados obtidos foram expressos
em unidade/min/mg de matéria fresca.

Para a avaliacdo da CAT nos foliolos foi utilizada: uma aliquota de 3 pL do extrato,
sendo adicionada a 180 pLL do meio de incubagdo, contendo: 90 pL de fosfato de potassio 400
mM (pH 7,0), 9 uL de peroxido de hidrogénio 250 mM e 78 puL de 4gua, incubado a 28 °C. Em
raizes foi utilizada: uma aliquota de 6puL do extrato, sendo adicionada a 180 pL do meio de
incubag¢do, contendo: 90 uL. de fosfato de potassio 400 mM (pH 7,0), 9 uL de perdxido de
hidrogénio 250 mM e 75 pL de agua, incubado a 28 °C. A leitura foi feita pelo decréscimo na
absorbancia de 240 nm, a cada 15 segundos, durante 3 minutos, monitorado pelo consumo de
peréxido de hidrogénio (HAVIR; McHALE, 1987). Os resultados foram expressos em pM
H20, mint mg™ MF. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 36 mM™ cm™.

A atividade da APX foi realizada por monitoramento da taxa de oxidagdo do ascorbato
a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. O meio de reacao incubado a 28°C para foliolos
foi composto de 1 pL do extrato, adicionado a 180 pL de tampdo de incubacdo, miscigenado
de: 90 uL de tampao fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), 9 pL acido ascérbico 10 mM, 9 pL
de H2O2 2 mM e 71 pL de agua. Para raizes: 3 puL do extrato enzimatico, adicionado a 180 pL
de tampao de incubagdo, composto de: 90 puL de tampao fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0),
9 uL écido ascorbico 10 mM, 9 puLL de H2O2 2 mM e 69 pL de agua. A atividade foi expressa em
pumol AsA min' mg! MF. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi 2,8 mM™! cm’!

(NAKANO; ASADA, 1981).

3.4.8 Determinacéo do conteddo de perdxido de hidrogénio e peroxidacéo lipidica

A extracao e determinacao de peroxido de hidrogénio (H20O») foram realizadas de acordo
com Wu et al. (2006). A matéria seca dos foliolos e raizes (0,4 g) foi macerada em nitrogénio
liquido com polivinil polipirrolidona (PVPP), homogeneizados em 1,5 mL de 4&cido

tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e centrifugados a 12.000g por 15min, a 4 °C. Apds a
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centrifugacdo o sobrenadante coletado foi incubado com o meio de reagdo constituido de 45 pL.
de tampao fosfato de potassio 10mM, pH 7, 45 uL de extrato e 90 puL de iodeto de potassio 1 M.
A aliquota utilizada para foliolo foi de 10 pL e para raiz 45 puL. A absorbancia foi lida a 390
nm, e uma curva padrao de H>O» foi utilizada para quantificar a concentragao de peroxido nas
amostras, sendo os valores expressos em pmol/mg de matéria fresca (VELIKOVA;
YORDANOV; EDREVA, 2000).

A analise de peroxidacao lipidica (MDA) foi determinada pela quantificagdo de espécies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), conforme descrito Buege e Aust (1978). A extragao
seguiu 0 mesmo protocolo de maceracdo do H2O;. Porém, o material homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 g, por 15 minutos. Aliquotas de 125 pL do sobrenadante foram
adicionados a 250 pL de TCA + TBA (1 mL do meio de reagdao (0,5% (p/v) de acido
tiobarbittrico (TBA) e 10% (p/v) de TCA), incubado, em seguida, a 95°C, por 30 minutos. A
reacdo foi paralisada por resfriamento rapido em gelo e as leituras determinadas em
espectrofotometro, a 535 nm e 600 nm. A concentragdo do complexo MDA/TBA foi calculada
pela seguinte equagdo: [MDA] = (A535 — A600) / (e.b), em que: € (coeficiente de extingdo =
1,56 x 10-5 cm™); b (comprimento 6tico = 1). A quantidade de MDA foi expressa em nmol de

MDA/mg de matéria fresca.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo do periodo experimental a temperatura média foi de aproximadamente 27 °C,
no entanto, durante as coletas, detectou-se um aumento na temperatura média, apresentando por
volta de 30 °C na primeira coleta (DH), e uma forte elevacdo na temperatura maxima de
aproximadamente 44 °C na segunda coleta (RH) (FIGURA 5). A umidade relativa média (UR)
no decorrer do experimento foi de 53,53%, enquanto que no momento de DH a UR média foi

de 54,69%, entretanto, ap6s a reidratagao foi de 50,90%.
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Figura 5 - Dados didrios de temperatura (T, °C) e umidade relativa do ar (UR, %) registradas
dentro da casa de vegetacao durante o periodo experimental.

40 - % 0
%30- \ B g
o | M.

.............n.....§.,. 40
— TMax —— Tmin D18 (Zorf;; " T média \i/w—b{f\ / UR

Legenda: Temperatura méxima, minima e média no eixo primario, representadas pelas linhas continuas
e pontilhada, respectivamente e de umidade relativa do ar no eixo secundario, representada pela linha
tracejada As marcagdes em D1, D2 e D3 indicam as faixas de dias dos ciclos de restri¢@o hidrica. Os

triangulos (A ) representam os pontos de coleta (periodo de DH e apos a RH, respectivamente).
Fonte: Do autor (2020).

Sob condic¢des de irrigacdo constante (CDHO), o potencial hidrico foliar (Wwfoliar) S€
manteve sempre acima de -0,7MPa, independentemente do clone e do ciclo estudado, o que
indicou que as plantas sob irrigagdo constante estavam totalmente hidratadas ao longo do
experimento (FIGURA 6). A suspensdo da irrigagdo durante os ciclos D1, D2 e D3, provocou
decréscimos no Wwfoliar n0s trés clones. No primeiro ciclo (D1), 0 Wwiotiar do clone BV1110, para
o grupo de plantas hidratadas (CDHO e CDH1) foi de aproximadamente -0,1 MPa enquanto que
o grupo de plantas sob déficit hidrico apresentou uma redugao de -2,3 MPa (FIGURA 6A). No
segundo ciclo de déficit hidrico (D2), o Wwfoliar das plantas dos grupos CDHO e CDH1 foi por
volta de -0,5 MPa e do grupo CDH3 uma média de -1,5 MPa. No ciclo D3, o grupo CDHO
permaneceu com o potencial hidrico foliar proximo de -0,6 MPa e os grupos com restri¢ao
hidrica (CDH1 e CDH3) exibiram potencial hidrico de aproximadamente -3,0 MPa (FIGURA
6A).
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Para o clone BV1210, no primeiro ciclo (D1), os grupos de plantas hidratadas CDHO e
CDHI obtiveram Wugoliar de -0,4 MPa e o grupo com déficit hidrico (CDH3), -1,5 MPa
(FIGURA 6B). No ciclo D2, os grupos CDHO e CDHI1 de plantas hidratadas indicou Wfoliar em
torno de -0,5 MPa, enquanto que o grupo CDH3 apresentou valores de -2,3MPa. No terceiro
ciclo (D3), o grupo de plantas hidratadas CDHO obteve o Wwfoliar de -0,7 MPa, o grupo de um
ciclo de déficit hidrico (CDH1) exibiu valor médio de -2,5MPa e o grupo que estava no terceiro
ciclo de déficit hidrico (CDH3) valores de aproximadamente -2,0MPa (FIGURA 6B).

Ja o clone BV1321 expressou menores valores durante a indug¢do do déficit hidrico
quando comparado com os outros clones, passando a ser usado como parametro para indicar o
estresse aplicado (FIGURA 6C). No ciclo D1 os grupos de plantas hidratadas, CDHO e CDHI,
apresentaram Wywfoliar médio de -0,4 MPa e o grupo CDH3 valor de -2,3 MPa. O segundo ciclo
(D2) permitiu aferir Wweoliar de -0,2 MPa para os grupos CDHO e CDH1 enquanto que o grupo
CDHS3 foi de -3,0 MPa. No ciclo D3, o grupo CDHO indicou Wwfoliar de -0,7 MPa, ja o grupo
com um ciclo de déficit hidrico (CDH1) expressou Wwfoliar de -3,2MPa ao passo que o grupo
CDH3 apresentou valor médio de -2,8 MPa (FIGURA 6C). Os valores do potencial hidrico
foliar no periodo de reidratagao (RH), foram semelhantes para todos os clones independente

dos ciclos de déficit hidrico, com média de -0,5 MPa (FIGURA 6A, B, C).
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Figura 6 - Potencial hidrico foliar (Yw) na antemanha (entre 3 e 4h) dos clones de cedro
australiano BV1110 (A), BV1210 (B) e BV1321 (C), submetidos a 0, 1 e 3 ciclos
de déficit hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), nos periodos de restri¢ao hidrica (D1,
D2 e D3) e reidratagao (RH), cultivados em casa de vegetagao.
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Nota: As letras comparam 0s grupos de plantas nos periodos de restricdo hidrica e reidratacéo.
Tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0,05).
(D1): primeiro ciclo de déficit hidrico; (D2): segundo ciclo de déficit hidrico; (D3): terceiro ciclo de
déficit hidrico (RH): periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente;
(CDH1): grupo de plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos
de déficit hidrico.

Fonte: do autor (2020).

Os parametros avaliados nas analises de trocas gasosas foram fotossintese liquida (A4)
(FIGURA 7A, 7D, 7G), condutancia estomadtica (gs) (FIGURA 7B, 7E, 7H) e transpiragdo (E)
(FIGURA 7C, 7F, 7I). Os clones BV1110, BV1210 e BV1321 apresentaram padrdes
semelhantes nos ciclos D1 e D2 para os grupos de plantas hidratadas CDHO e CDH1, enquanto
que os grupos CDH3 de plantas sob déficit hidrico registraram redugdo em todos os parametros
analisados. Ja no ciclo D3, os grupos sob déficit hidrico CDH1 e CDH3 expressaram reducdes
nas variaveis 4, gse E quando comparadas aos grupos CDHO, em que as plantas permaneceram

hidratadas (FIGURA 7A, 7B, 7C, 7D, 7E, 7F, 7G, 7TH, 71).



Figura 7 — Fotossintese liquida (4), condutancia estomatica (gs) e transpiragdo (E) dos clones de cedro australiano BV1110, BV1210, BV1321
nos periodos de restri¢do hidrica (D1, D2 e D3), submetido a 0, 1 ¢ 3 ciclos de déficit hidrico (CDHO, CDH1, CDH3).
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Nota: As letras comparam o0s grupos de plantas nos periodos de restricdo hidrica. Tratamentos com a mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Scott Knott (p < 0,05). (D1): primeiro ciclo de déficit hidrico; (D2): segundo ciclo de déficit hidrico; (D3): terceiro ciclo de déficit hidrico (RH): periodo
apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de
plantas com trés ciclos de déficit hidrico.

Fonte: do autor (2020).
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As andlises biométricas, na tabela 2, mostraram que os clones BV1110 e BV1210
apresentaram valores similares de altura e didmetro nos grupos CDH1 e CDH3 quando em
situagdo de déficit hidrico e, apos a reidratacdo, nos grupos CDHO, CDH1 ¢ CDH3. O
comprimento da raiz ndo apresentou diferenca entre os grupos em DH e RH, porém quando
comparados os grupos apos a reidratacdo houve aumento de aproximadamente 35% e 27% nas
plantas submetidas ao CDHI e 38% e 36% ao grupo CDH3 nos clones BV1110 e BV1210,
respectivamente (TABELA 2).

O clone BV1321 expressou alturas semelhantes entre os grupos CDH1 ¢ CDH3 no
periodo de DH e entre os grupos CDHO, CDH1 e CDH3 em RH. Apds a reidratagdo, as plantas
do grupo CDH3 apresentaram um aumento de 17% em sua altura. Os valores observados do
didmetro ndo diferiram significativamente entre os grupos CDH1 e CDH3 sob déficit hidrico,
entretanto, apos a reidratacdo o grupo CDH3 exibiu reducdo de 10% em relacdo aos grupos
CDHO e CDHI1 e ndo houve diferenga entre os grupos ap6s RH. Nao se observou alteragdes no
comprimento da raiz nos grupos submetidos a DH e RH, apenas quando comparado o grupo de

plantas CDHI1 ap0s a reidratacdo que € possivel notar um aumento de 31% (TABELA 2).
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Tabela 2 — Altura das plantas (H), didmetro do caule (D) e o comprimento da raiz (CR) dos
clones de cedro australiano (BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 ¢ 3
ciclos de déficit hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restricdo hidrica

(DH) e reidratacao (RH).
Clones Ciclos de déficit Altura — H Didmetro- D Comprimento da Raiz
hidrico (cm) (mm) - CR (cm)
DH CDH1 97,00 Aa 17,28 Aa 29,40 Ab
CDH3 92,30 Aa 17,11 Aa 23,90 Ab
CDHO0 96,00 A 18,40 A 44,50 A
BV1110
RH CDH1 98,40 Aa 18,75 Aa 45,60 Aa
CDH3 92,5 Aa 17,13 Aa 39,00 Aa
DH CDH1 88,70 Aa 17,04 Aa 23,70 Ab
CDH3 87,08 Aa 17,07 Aa 20,20 Ab
CDHO0 86,90 A 19,49 A 30,50 A
BV1210
RH CDH1 84,00 Aa 19,09 Aa 32,50 Aa
CDH3 72,70 Aa 17,32 Aa 31,80 Aa
CDH1 75,00 Aa 17,77 Aa 18,20 Ab
DH
CDH3 61,20 Ab 17,50 Aa 20,90 Aa
CDHO0 79,40 A 18,51 A 24,90 A
BV1321
RH CDH1 72,90 Aa 19,88 Aa 26,70 Aa
CDH3 73,70 Aa 16,05 Ba 22,50 Aa

Nota: As letras maitsculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restri¢do hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo deficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

Os parametros expressos na Figura 8 mostraram, para o clone BV1110, um padrao de
semelhanca entre os grupos CDH1 e CDH3 sob déficit hidrico e os grupos CDHO, CDHI1 e
CDH3 apos a reidratagdo, com relagcdo ao numero de folhas, foliolos e da area foliar (FIGURA
8A, 8D, 8G). Quando comparados os grupos apds a reidratacao foi possivel notar uma reducao
de 18% e 33% no niimero de folhas e foliolos, respectivamente do grupo CDHI1, enquanto que

nao houve diferenca na area foliar (FIGURA 8A, 8D e 8G).
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O clone BV1210 variou por meio de uma redugdo entre os grupos CDH1 e CDH3 sob
déficit hidrico para os parametros de numero de folhas, foliolos e area foliar (FIGURA 8B, 8E
e 8H), ao passo que os grupos CDHO, CDH1 e CDH3 nao diferiram entre si ap0s a reidratagao.
Ao comparar os grupos de plantas sob déficit hidrico e apds a reidratagdo, notou-se valores
similares entre o numero de folhas e foliolos e um aumento de 32% na area foliar do grupo
CDH3.

Em referéncia ao numero de folhas e foliolos do clone BV1321, foi possivel detectar
redu¢do no grupo CDH3 em relagcdo ao grupo CDHI1 sob DH (FIGURA 8C e 8F). Apos a
reidratagdo, o grupo CDHI mostrou uma diminui¢do significativa ao niimero de folhas e
foliolos ao ser comparado aos grupos CDHO e CDH3, que ndo diferiram entre si (FIGURA 8C
e 8F). Nao houve alteragdo significativa no numero de folhas dos grupos em comparagdo aos
periodos de DH e RH (FIGURA 8C). Quanto ao niimero de foliolos, o grupo CDH1 apresentou
um decréscimo de 82% entre os periodos de déficit hidrico e reidratagao (FIGURA 8F). O
parametro de area foliar ndo registrou diferencas significativas entre os grupos nos periodos de

DH e RH, assim como entre os periodos (FIGURA 8I).
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Figura 8 - Numero de folhas (NF), nimero de foliolos (NFI) e area foliar (AF) dos clones de
cedro australiano (BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 ¢ 3 ciclos de
déficit hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restrigao hidrica (DH) e
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Nota: As letras maitsculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restri¢do hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo ap0s a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

Na tabela 3 podemos observar que o clone BV1110 ndo apresentou diferenca na massa
seca (MS) de foliolos e caules nos grupos CDH1 e CDH3 sob déficit hidrico e os grupos CDHO,
CDHI1 e CDH3 ap6s a reidratacao, bem como na comparagao dos grupos entre os periodos. Ao
analisar os dados de MS da raiz foi possivel notar que os grupos CDH1 e CDH3 ndo diferiram
entre si no periodo de déficit hidrico (DH), porém ao relacionar os grupos entre os periodos
notou-se uma diminuicdo de aproximadamente 37% no grupo CDH3 apés a reidratagao.
(TABELA 3). O comprimento radicular especifico foi 27% maior no grupo de plantas CDH1

em comparacdo com CDH3 sob déficit hidrico. Apos a reidratagdo o grupo CDHO apresentou
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menor valor do que os grupos CDH1 e CDH3. Nao foi encontrada diferenga significativa nos
grupos entre os periodos de DH e ap6s RH. J4 o pardmetro de porcentagem de agua no tecido
radicular ndo mostrou variagao entre os grupos CDH1 e CDH3 sob DH, porém o grupo CDHO
obteve valores menores do que CDH1 e CDH3 ap6s RH. Mas ao relacionar os grupos CDHI1 e
CDH3 entre os periodos, DH obteve porcentagens maiores do que apds a reidratacdo (TABELA
3).

Ao relacionar os grupos do clone BV1210 sob déficit hidrico, verificou-se uma reducao
de 30% na MS de foliolos no grupo CDH3 (TABELA 3). Apo6s a reidratagdo os grupos CDHO,
CDHI e CDH3 apresentaram valores similares no conteudo de massa seca. Ao comparar os
grupos nos diferentes periodos nao foi possivel notar diferencga significativa. A massa seca dos
caules e das raizes ndo diferiram os grupos CDH1 e CDH3 sob déficit hidrico, em contrapartida,
apos o periodo de reidratagdo o grupo CDH3 registrou reducdo significativa em relacdo aos
grupos CDHO e CDH1. Padrdes similares foram encontrados nos grupos quando comparados
os periodos de DH e RH. Quanto ao comprimento radicular ndo foram observadas variagdes
entre CDH1 e CDH3 para o periodo de DH, entretanto ap6s a reidratacdo o grupo CDH3 foi o
que registrou maior valor em comparacdo com CDHO e CDHI1. Ao comparar os periodos, o
grupo CDHI1 nao diferiu enquanto que CDH3 foi maior em RH. Para porcentagem de dgua no
tecido ndo foram observadas alteragdes nos grupos CDH1 e CDH3 sob DH e CDHO, 1 e 3 apos
RH. Mas entre os periodos o grupo de plantas CDH3 obteve menor valor apds o periodo de
reidratacdo (TABELA 3).

Os dados de massa seca de foliolos obtidos para o clone BV1321 ndo exibiu diferenga
nos grupos CDH1 e CDH3 quando induzido o déficit hidrico, ao passo que apds a reidratacdo
os grupos CDHI1 e CDH3 apresentaram reducdo em relagdo ao grupo de plantas que
permaneceram hidratadas ao longo do experimento (CDHO). Nao houve alteracdo significativa
na comparagdo dos grupos nos periodos de DH e RH (TABELA 3). Valores similares foram
detectados para MS dos caules nos grupos de plantas em situagdo de déficit hidrico e apos a
reidratacdo, assim como comparados nos dois periodos. A massa seca das raizes nos grupos de
plantas CDH1 e CDH3 sob DH nao apresentou diferenga nos seus valores, em contrapartida,
apos a reidratacdo o grupo CDHO se mostrou maior em comparagdo aos grupos CDH1 e CDH3.
Ao comparar os grupos entre os periodos notou-se uma reducao de 40% no grupo CDH3 apos
a reidratacdo. Quanto ao comprimento radicular especifico, os grupos CDH1, CDH3 sob DH e
os grupos CDHO, CDHI1 e CDH3 ap6s a reidratacdo ndo mostraram diferengas significativas.

Enquanto que, ao comparar os periodos, os grupos CDH1 e CDH3 foram maiores apds o
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periodo reidratagdo. A porcentagem de dgua no tecido radicular foi maior no grupo de plantas
CDHI1 sob déficit hidrico e sem alteragdes nos grupos CDHO, CDHI1 ¢ CDH3 apds a
reidratacdo. Em relacdao aos periodos, o grupo de plantas CDH3 obteve maiores valores sob

déficit hidrico do que apo6s a reidratacao (TABELA 3).

Tabela 3 — Massa seca (MS) dos foliolos, caule e raiz, comprimento radicular especifico e
porcentagem de dgua no tecido radicular dos clones de cedro australiano (BV1110,
BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 ¢ 3 ciclos de déficit hidrico (CDHO, CDHI,
CDH3), no periodo de restri¢do hidrica (DH) e reidratacdo (RH).

Comprimento Agua no

MS MS MS
Ciclos de radicular tecido
Clones Foliolo Caule Raiz
déficit hidrico especifico radicular
(@ (® (@

(em g™ (“e)

CDH1 21,66 Aa 31,84Aa 30,02 Aa 1,00 Aa 31,58 Aa
CDH3 21,09Aa 29,14Aa 33,28 Aa 0,73 Bb 30,46 Aa
CDHO 26,52A 34,46 A 36,31 A 1,26 B 2495B

DH

BV1110
RH CDHI 20,90Aa 33,15Aa 3098Aa 156Aa 27,03Ab
CDH3 20,00Aa 2891Aa 20,45Bb 198Aa 28,76 Ab
o CDH1 20,54Aa 3039Aa 29,67Aa  088Aa 33,97 Aa
CDH3 12,07Ba 2454Aa 2423Aa 087Ab 27,00 Aa
CDHO 22,82A 37.89A  28,08A 1,15B 23,93 A
BV1210
RH CDH1 1832Aa 32,70Aa 2735Aa 128Ba  2503Ab
CDH3 1351Aa 2470Ba 1651Ba 200Aa 26,80 Aa
. CDH1 19,04Aa 32,79Aa 30,19Aa 0,64Ab 3562 Aa
CDH3 1837 Aa 2908Aa 3756Aa 057Ab 29,70 Ba
CDHO 2451A  3926A  2945A 087A  2538A
BV1321

RH CDH1 1292Ba 3224Aa 23,38 Aa 1,31 Aa 29,28 Ab
CDH3 17,01 Ba 30,82Aa 23,54 Ab 1,14 Aa 26,76 Aa

Nota: As letras maitsculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restri¢do hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
néo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).
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Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram expressos na tabela 4 utilizando as
variaveis quenching nao-fotoquimico (NPQ), rendimento quantico potencial do PSII (YII),
rendimento quantico efetivo (®PSII), e taxa relativa de transporte de elétrons (ETR). Nos
foliolos do clone BV 1110, o quenching nao-fotoquimico foi similar nos grupos CDH1 ¢ CDH3
sob DH, e menores nos grupos CDHO e CDH1 quando comparados com o grupo CDH3 apds
RH. Ao relacionar os grupos entre os periodos foi possivel notar um aumento nos grupos CDH1
e CDH3 ap6s a reidratacao. Nao houve diferenca nos valores da Y(II) e ®PSII nos grupos
CDHI1 e CDH3 quando induzido o déficit hidrico e nem mesmo nos grupos CDHO, CDH1 e
CDH3 ap6s a reidratagdo. Da mesma maneira que nao foi possivel notar diferenca estatistica
quando comparados os grupos de plantas entre os periodos de DH e RH. A capacidade intrinseca
do aparelho fotossintético representado pela ETR foi similar nos grupos CDH1 e CDH3 durante
o periodo de seca e nos grupos CDHO, 1 e 3 apds a reidratacdo. Porém, ao relacionar os grupos
entre os periodos, o grupo CDH1 aumentou a taxa entre os periodos de DH ¢ RH (TABELA 4).

No clone BV 1210, o NPQ foi maior no grupo de plantas CDH1 do que CDH3 sob
déficit hidrico, porém os grupos CDHI1 e 3 expressaram menores taxas do que o grupo CDHO,
apds RH. Ao analisar os grupos entre os periodos de DH e apds RH foi possivel notar que a
reidratagdo promoveu uma reduciao no grupo CDHI e aumento no grupo CDH3. Valores de
similaridade foram obtidos pelo rendimento quantico potencial do PSII, nos grupos CDHI e
CDH3 em DH, e nos grupos CDHO, CDH1 e CDH3 ap6s a reidratacao. Porém, os grupos CDH1
e CDH3 no periodo de DH foram menores em comparagao ao periodo apds RH. A variavel do
rendimento quantico efetivo foi menor no grupo CDH3 no periodo de DH e maior no grupo
CDHI apos o periodo de reidratagdo. Ao relacionar os periodos, houve uma reducao no ®PSII
do grupo de plantas CDH3 e aumento no grupo CDHI1 apos a RH. A ETR foi maior estimada
no grupo CDHI do que o grupo CDH3, no periodo de déficit hidrico e menor no grupo CDHO,
apos o periodo de RH. Entre os periodos, os grupos CDH1 e CDH3 tiveram um aumento
significativo de DH para ap6s a RH (TABELA 4).

Ao analisar a fluorescéncia da clorofila a do clone BV 1321, foi possivel notar que o
grupo de plantas CDHI1 obteve maiores valores no NPQ do que o grupo CDH3 e apés a
reidratagdo os grupos CDHI1 e CDH3 foram menores do que CDHO. Essa reducdo foi
visualizada quando comparados os periodos, onde CDH1 e 3 reduziram seus valores. O Y(II)
das plantas sob déficit hidrico foi menor no grupo CDH1 do que no CDH3, ap0s a reidratagao
ndo houve diferenca entre os grupos. Enquanto que entre os periodos, os grupos CDH1 e CDH3

de plantas sob o periodo de DH foram maiores do que no periodo apds a reidratagdo. Maiores
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valores do ®@PSII foram observados no grupo CDH3 sob DH e ap6s a reidratagao esse grupo

de plantas obtiveram menores taxas (TABELA 4). Entre os periodos, o grupo CDHI1 sob DH,

foi significativamente inferior ao periodo de RH. A ETR do grupo de plantas CDH1 se mostrou

menor do que CDH3 sob déficit hidrico, enquanto que apos a reidratacdo nao foi possivel

observar alteracdes entre os grupos CDHO, 1 e 3. Em comparagao entre os periodos, os grupos

CDH1 e CDH3 foram inferiores no DH do que ap6s o periodo de RH (TABELA 4).

Tabela 4 — Quenching nao-fotoquimico (NPQ), rendimento quantico potencial do PSII (YII),
rendimento quantico efetivo (DPSII), e taxa relativa de transporte de elétrons (ETR)
nos foliolos dos clones de cedro australiano (BV1110, BV1210 e BV1321)
submetidos a 0, 1 e 3 ciclos de déficit hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de
restri¢do hidrica (DH) e reidratacdo (RH).

Ciclos de déficit Y(II) ETR
Clones NPQ ®PSII
hidrico (Fv/Fm) (umol € m % s 1)
DH CDH1 1,28 Ab 0,71 Aa 0,34 Aa 17,56 Ab
CDH3 1,55 Ab 0,69 Aa 0,37 Aa 19,17 Aa
CDHO 1,45B 0,79 A 0,43 A 23,12 A
BV1110
RH CDH1 1,52 Ba 0,78 Aa 0,41 Aa 21,46 Aa
CDH3 2,39 Aa 0,79 Aa 0,41 Aa 22,67 Aa
DH CDH1 1,36 Aa 0,58 Ab 0,42 Ab 23,21 Ab
CDH3 0,93 Bb 0,51 Ab 0,33 Bb 18,30 Bb
CDHO0 2,34 A 0,77 A 0,31B 2193 A
BV1210
RH CDH1 0,62 Bb 0,79 Aa 0,58 Aa 32,76 Ba
CDH3 1,20 Ba 0,78 Aa 0,40 Bb 23,54 Aa
DH CDH1 1,32 Aa 0,62 Ab 0,19 Bb 10,89 Bb
CDH3 0,81 Ba 0,49 Bb 0,36 Aa 14,82 Ab
CDHO 1,53 A 0,77 A 0,42 A 2751 A
BV1321
RH CDH1 0,79 Bb 0,76 Aa 0,47 Aa 28,17 Aa
CDH3 0,72 Bb 0,78 Aa 0,36 Ba 29,06 Aa

Nota: As letras maitsculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restri¢do hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). DH: periodo déficit hidrico; (RH):
periodo ap0s a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.

Fonte: do autor (2020).
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Os teores de clorofila a encontrados no clone BV1110 apresentados na tabela 5
mostraram que nao houve altera¢des nos grupos CDH1 e CDH3 quando em situagdo de déficit
hidrico, porém apods a reidratagdo foi possivel notar que o grupo de plantas CDHO expressou
maior contetdo de clorofila em relagdao aos grupos CDHI1 e CDH3. Ao comparar os grupos de
plantas entre os periodos de déficit hidrico e reidratagdo ndo houve variagdo no contetido de
clorofila a. O conteudo de clorofila » ndo se mostrou diferente nos grupos CDH1 e CDH3 em
DH, ao passo que quando reidratados o grupo CDHO exibiu menor teor em comparagao aos
grupos CDH1 e CDH3. Valores menores foram observados no grupo CDH3 ap6s o periodo de
reidratagdo quando comparados os periodos. Sob déficit hidrico, o teor de carotenoides foi
expresso em menor quantidade no grupo CDH1, enquanto que ap6s a reidratacio o grupo CDHO
apresentou maior teor em relacdo aos grupos CDH1 e CDH3. Os grupos ndo diferiram no
conteudo de carotenoides entre nos periodos. As andlises do indice SPAD exibiram valores
similares nos grupos CDH1 e CDH3 sob déficit hidrico e nos grupos CDHO, CDH1 e CDH3
apos a reidratagdo. Porém ao relacionar os grupos nos periodos de DH e RH notou-se redugao
nos grupos CDH1 e CDH3 (TABELA 5).

Para o clone BV1210, o teor de clorofila a foi expresso de maneira similar entre os
grupos CDH1 e CDH3 no periodo de déficit hidrico e com uma reducdo no grupo CDH1 quando
comparado a CDHO e CDH3 ap6s a reidratacao. Nao foram observadas alteragdes no contetdo
de clorofila a ao relacionar os grupos nos periodos de DH e RH. Com relagdo ao teor de clorofila
b nos grupos sob déficit hidrico, houve um aumento de 76,4% no grupo CDH3 comparado ao
grupo CDHI1. Apds a reidratacio também foi possivel observar um acréscimo de
aproximadamente 95% no conteudo de clorofila b nos grupos CDH1 e CDH3 quando
comparados as plantas irrigadas constantemente. Ao analisar os grupos entre os periodos de DH
e RH foi possivel notar que a reidratagdo promoveu uma redugdo em média de 71% no teor de
clorofila  no grupo CDH3 (TABELA 5). Plantas em condi¢do de déficit hidrico apresentaram
valores proximos de contetido de carotenoides entre os grupos CDHI1 e CDH3, porém ap6s o
periodo de reidratacdo foi possivel notar que o grupo CDHO expressou maiores teores de
carotenoides em relagdo aos grupos CDH1 e CDH3. Padrdes de similaridade foram observados
ao comparar os grupos de plantas nos periodos de DH e RH. Nao foram registradas alteragdes
no indice SPAD nos grupos CDHI1 e CDH3 de plantas sob DH e os grupos CDHO, CDH1 e
CDH3 apd6s RH, em contrapartida houve reducao nos grupos CDH1 e CDH3 de plantas

reidratadas em comparagdo com as plantas no periodo de déficit hidrico (TABELA 5).



45

Em referéncia ao clone BV1321, o teor de clorofila a nao diferiu entre os grupos CDH1
e CDH3 sob déficit hidrico e nos grupos CDHO, CDH1 e CDH3 apds a reidratacdo, ao passo
que ao comparar os grupos de plantas entre os periodos de DH e RH foi possivel registrar que
o grupo CDH3 reduziu o conteudo de clorofila a ap6s a reidratagdao. O conteudo de clorofila b
foi expresso em menor quantidade no grupo de plantas CDH3 quando comparado ao CDH1 no
periodo de déficit hidrico. Apos a reidratacdo o grupo CDH3 exibiu maior conteudo de clorofila
b em relacao aos grupos CDHO e CDHI1. Ainda foi possivel notar redu¢do no teor de clorofila
b no grupo CDH1 e aumento no grupo CDH3 no periodo de reidratagao quando comparado ao
periodo de déficit hidrico (TABELA 5). Houve um padrio na resposta do conteudo de
carotenoides com valores similares nos grupos CDH1 e CDH3 no periodo de DH, nos grupos
CDHO, CDHI1 e CDH3 no periodo de RH. Ao comparar os grupos entre os diferentes periodos,
houve redu¢do nos grupos CDHI1 e CDH3 entre os periodos de DH para RH. Com relagao ao
indice SPAD nota-se que os grupos CDH1 e CDH3 nao modificaram no periodo de déficit
hidrico, em contrapartida houve uma reducdo significativa no grupo CDH3 em relacdo aos
grupos CDHO e CDHI1 apo6s o periodo de reidratagdo, assim como quando comparados o grupo

mesmo grupo entre os periodos de DH e RH (TABELA 5).
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Tabela 5 — Conteudo de clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), carotenoides e contetido relativo
de clorofila (clorofilometro) nos foliolos dos clones de cedro australiano (BV1110,
BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 e 3 ciclos de déficit hidrico (CDHO, CDHI,
CDH3), no periodo de restri¢ao hidrica (DH) e reidratagao (RH).

Pigmentos
Conteudo
Ciclos de déficit
Clones Chl a Chl b Carotenoides Relativo de
hidrico
(mg g' MF) (mgg!MF) (mgg!MF) Chl
(mg cm™)
CDH1 2.152 Aa 0.899 Aa 0.441 Ba 0.04 Aa
DH
CDH3 2.848 Aa 0.563 Aa 0.749 Aa 0.04 Aa
CDHO 4.08 A 0.069 B 0.867 A 0.02A
BV1110
RH CDH1 1.717 Ba 0.737 Aa 0.491 Ba 0.03 Ab
CDH3 2.342Ba 0.131 Ab 0.573 Ba 0.03 Ab
DH CDH1 3.000 Aa 0.303 Ba 0.666 Aa 0.04 Aa
CDH3 2.148 Ab 1.284 Aa 0.585 Aa 0.04 Aa
CDHO 3.782A 0.026 B 0.968 A 0.03A
BV1210
RH CDH1 1.946 Ba 0.608 Aa 0.484 Ba 0.03 Ab
CDH3 3.047 Aa 0.566 Ab 0.704 Ba 0.03 Ab
CDH1 2.708 Aa 0.748 Aa 0.719Aa 0.04 Aa
DH
CDH3 2.940 Aa 0.251 Bb 0.732 Aa 0.04 Aa
CDHO 2631A 0.270 B 0.594 A 0.03 Aa
BV1321
RH CDH1 2.029 Aa 0.217 Bb 0.470 Ab 0.03 Aa
CDH3 1.797 Ab 0.867 Aa 0.573 Ab 0.01 Bb

Nota: As letras maitsculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restri¢do hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
néo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo ap6s a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

O contetido de sacarose nos foliolos do clone BV1110 ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos CDH1 e CDH3 sob déficit hidrico, enquanto que apds a hidratagado
os grupos CDH1 e CDH3 expressaram maiores teores de sacarose em relagdo ao grupo de

plantas CDHO. Além disso, os grupos CDH1 e CDH3 acumularam sacarose ap6s o periodo de
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reidratagdo quando comparado ao periodo de déficit hidrico (FIGURA 9A). Nas raizes, nao
foram observadas variagdes no conteudo de sacarose nos grupos de plantas CDH1 e CDH3 nos
periodos de DH e nos grupos CDHO, CDH1 e CDH3 no periodo apdés RH, bem como ao
comparar os grupos entre os dois periodos avaliados (FIGURA 9D).

No clone BV1210, o teor de sacarose nos foliolos ndo foi alterado nos grupos CDHI e
CDH3 sob déficit hidrico e nos grupos CDHO, CDH1 e CDH3 ap0s a reidratagdo. Entretanto,
ao comparar os grupos entre os periodos notou-se um aumento no conteudo de sacarose apos a
reidratacao (FIGURA 9B). Os conteudos de sacarose nas raizes nao diferiram entre os grupos
nos periodos de DH e nos grupos ap6s RH, bem como ndo promoveu modificagdes ao relacionar
os grupos de plantas sob déficit hidrico e apos a reidratagdo (FIGURA 9E).

Ao comparar os grupos do clone BV1321 sob déficit hidrico, ndo foram observadas
alteracdes no conteudo de sacarose nos foliolos, ao passo que o grupo de plantas CDH3 exibiu
reducdo significativa apds a reidratacdo em relagdo aos grupos CDHO e CDHI1. O grupo de
plantas CDH3 diminuiu 72% no teor de sacarose ao comparar os grupos entre os periodos
(FIGURA 9C). Ao relacionar o contetdo de sacarose nas raizes notou-se que o grupo de plantas
CDH3 sob restri¢ao hidrica reduziu seu conteudo em relagao ao grupo CDH1, em contrapartida
plantas ap6s a reidratagdo nao diferiram entre os grupos CDHO, CDH1 e CDH3. J4 entre os
grupos de plantas submetidas aos periodos de DH e RH, o grupo CDHI1, exibiu 38% a menos

no conteudo de sacarose nas raizes (FIGURA 9F).
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Figura 9 — Sacarose nos foliolos (A, B ¢ C) e raizes (D, E e F) dos clones de cedro australiano
(BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 e 3 ciclos de déficit hidrico
(CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restri¢ao hidrica (DH) e reidratacao (RH).
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Ciclos de déficit hidrico
Nota: As letras maitsculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restri¢do hidrica e

reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

O teor de amido nos foliolos e nas raizes do clone BV1110 sob déficit hidrico expressou
uma reduc¢do no grupo de plantas CDH3, contudo os grupos CDHO, 1 e 3, apds a reidratacao,
ndo diferiram entre si. O grupo de plantas CDH3 apresentou acréscimo no conteudo de amido
nos foliolos e raizes quando comparados os periodos de DH para RH (FIGURA 10A e 10D).

Nos foliolos e nas raizes do clone BV1210 foi possivel notar padrdes de semelhanca
entre os grupos sob déficit hidrico, entre os grupos ap0s a reidratagdo, bem como ao comparar
os grupos entre os periodos de DH para RH (FIGURA 10B e 10E).

As respostas do clone BV1321 com relacao ao teor de amido nos foliolos mostrou um
aumento significativo no grupo CDH3 em plantas sob déficit hidrico, porém os grupos de
plantas CDHO, CDH1 e CDH3 apds a reidratagdo ndo diferiram entre si. Analises comparativas

dos grupos entre os periodos de DH e RH nao apresentaram diferencas no conteudo de amido

nos foliolos (FIGURA 10C). Nas raizes, o teor de amido reduziu significativamente no grupo
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CDH3 sob déficit hidrico, em contrapartida, padrdes de semelhanca foram observados nos
grupos de plantas CDHO, CDH1 e CDH3 em RH. Ao comparar os grupos de plantas entre os
periodos avaliados foi possivel notar que o grupo CDH3 acumulou 58% de amido apds a

reidratacao (FIGURA 10F).

Figura 10 — Teor de amido nos foliolos (A, B e C) e raizes (D, E e F) dos clones de cedro
australiano (BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 e 3 ciclos de déficit
hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restri¢ao hidrica (DH) e reidratagdo

(RH).
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Ciclos de déficit hidrico

Nota: As letras maiusculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restri¢do hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

Nos foliolos do clone BV1110, os teores de acucares soltveis totais (AST) nos grupos
de plantas CDH1 e CDH3 nao registraram variac¢ao no periodo de déficit hidrico bem como nos
grupos CDHO, CDH1 e CDH3 ap6s a reidratagdo. Os grupos CDH1 e CDH3 apresentaram
acumulo de AST de 47% e 61% respectivamente, ao comparar 0s grupos entre os periodos de
DH e RH (FIGURA 11A). Os conteudos de AST nas raizes exibiram valores similares nos
grupos CDH1 e CDH3 assim como nos grupos CDHO, CDH1 e CDH3 sob déficit hidrico e
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apos a reidratacdo, respectivamente. Quando comparado os grupos entre os periodos também
foi possivel notar semelhanca no teor de AST, nas raizes (FIGURA 11D).

No clone BV1210, o conteudo de AST nos foliolos foi maior no grupo CDH3 sob
restri¢ao hidrica, ao passo que apds a reidratacao os valores foram iguais entre os grupos CDHO,
CDH1 e CDH3. Ao relacionar os grupos de plantas entre os periodos de DH e RH, notou-se
aumento no teor de AST no grupo CDHI1 (FIGURA 11B). As raizes foram afetadas no grupo
CDH3 apresentando reducdao no periodo de déficit hidrico, assim como no periodo de
reidratacdo. Valores proximos nos contetidos de AST foram encontrados nos grupos entre os
periodos de DH e RH (FIGURA 11E).

Com relagdo ao clone BV1321, os teores de AST nos foliolos no grupo de plantas CDH3
foi maior em relagdo ao grupo CDHI1, sob déficit hidrico. Todavia ndo foram encontradas
alteracdes nos grupos CDHO, CDH1 e CDH3 das plantas apds a reidratacdo e também quando
comparados os grupos entre os periodos de DH e RH (FIGURA 11C). Nos tecidos radiculares
notou-se uma redu¢do no conteido de AST do grupo de plantas CDH3 em relagdo ao CDH1
sob restri¢ao hidrica, e nos grupos CDH1 e CDH3 em comparagdo com o grupo CDHO, apos a
reidratacdo. Analises comparativas nos grupos entre os periodos DH e RH exibiram um

decréscimo de 57% no grupo CDH1 apds a reidratacdo (FIGURA 11F).
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Figura 11 — Teor de agucares soltveis totais nos foliolos (A, B ¢ C) e raizes (D, E e F) dos clones
de cedro australiano (BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 e 3 ciclos de déficit
hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restri¢ao hidrica (DH) e reidratacdo (RH).
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Ciclos de déficit hidrico

Nota: As letras maiusculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restricdo hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

As andlises realizadas para os agucares redutores (AR) nos foliolos do clone BV1110
mostraram que, nao houve alteracdo nas concentragdes entre os grupos CDH1 e CDH3 sob
déficit hidrico, ao passo que, no periodo de reidratagdo os grupos CDH1 e CDH3 apresentaram
reducdo no conteudo com relacdo ao grupo CDHO. Ao comparar os grupos de plantas entre os
periodos avaliados, notou-se um aumento de 43,7% e 48% nos grupos CDH1 e CDH3
respectivamente, apos o periodo de reidratagdo (FIGURA 12A). Os teores de agucares redutores
encontrados nas raizes ndo exibiram alterag¢des entre os grupos CDH1 e CDH3 sob restri¢ao
hidrica, bem como nos grupos CDHO, CDH1 e CDH3 apos a reidratagdo. Entretanto, foi
detectado um aumento no contetdo de AR, nos grupos CDHI1 e CDH3, ao serem reidratadas
em comparagdo com o periodo de déficit hidrico (FIGURA 12D).

As respostas encontradas no clone BV1210 indicaram maiores teores de agucares

redutores nos foliolos do grupo CDH3 sob déficit hidrico, ao passo que ndo ocorreu alteragdo
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entre os grupos CDHO, CDH1 e CDH3 apds a reidratacdo. O grupo CDHI1 apresentou um
acréscimo quando comparados os periodos de DH para RH (FIGURA 12B). Nos tecidos
radiculares, os conteudos de AR foram semelhantes entre os grupos CDHI1 e CDH3 em DH, em
contrapartida, houve reducao apos o periodo de reidratagao no grupo CDH1, quando comparado
aos grupos de plantas CDHO e CDH3. Os teores de AR nas raizes nao foram afetados nos grupos
CDH1 e CDH3 nos periodos de DH para RH (FIGURA 12E).

No clone BV1321, os teores de agticares redutores nos foliolos exibiram maiores valores
no grupo de plantas CDH3, sob restri¢ao hidrica. Ao passo que, os grupos CDHO, CDH1 e
CDH3 nao diferiram entre si apds a reidratagdo e em comparagdo dos grupos aos periodos de
DH e RH (FIGURA 12C). Os conteudos de AR encontrados nas raizes registraram uma
diminui¢do no grupo CDH3 sob déficit hidrico, bem como nos grupos CDH1 e CDH3 apo6s a
reidratacdo, em comparag¢do ao grupo CDHO. Ao relacionar os grupos de plantas entre os
periodos de DH e RH, notou-se um aumento de 50% no grupo CDH3 ap6s o periodo de
reidratacdo (FIGURA 12F).
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Figura 12 — Actcar redutor nos foliolos (A, B e C) e raizes (D, E e F) dos clones de cedro
australiano (BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 e 3 ciclos de déficit
hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restri¢ao hidrica (DH) e reidratagdo

(RH).
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Ciclos de déficit hidrico

Nota: As letras maiusculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restricdo hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

O contetdo de proteinas totais nos foliolos do clone BV1110 durante o periodo de déficit
hidrico, se mostrou superior no grupo de plantas submetidas a um ciclo de DH. Apds o periodo
de reidratacdo os grupos CDHO, CDH1 e CDH3 apresentaram valores significativamente
semelhantes. O grupo de plantas CDH1 expressou uma redugdo de 51% ao comparar os grupos
entre os periodos de DH para RH (FIGURA 13A). Nas raizes, os grupos CDH1 ¢ CDH3 sob
restri¢ao hidrica nao diferiram entre si no teor de proteinas totais, bem como os grupos CDHO,
CDH1 e CDH3 apo6s o periodo de reidratacdo. Ao relacionar os grupos de plantas entre os
periodos de déficit hidrico e apds a reidratagdo, o grupo CDH3 registrou um aumento de 46%
no teor de proteinas totais (FIGURA 13D).

O clone BV1210 apresentou valores semelhantes na concentracdo de proteinas totais,

nos foliolos dos grupos CDH1 e CDH3 sob déficit hidrico, assim como apds o periodo de
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reidratagdo, nos grupos CDHO, CDH1 e CDH3. Os grupos CDH1 ¢ CDH3 mostraram um
aumento de aproximadamente de 47% e 57% no contetdo, respectivamente, ao comparar os
grupos entre os periodos de DH para RH (FIGURA 13B). Nos tecidos radiculares os grupos
CDHI1 e CDH3, no periodo de restricdo hidrica, ndo apresentaram variagdes no conteudo de
proteinas totais, bem como os grupos CHO, CDH1 e CDH3 apds a reidratagdo. Entretanto, foi
detectado um aumento de 39,3% no grupo CDH3 ao comparar os grupos de plantas entre os
periodos de déficit hidrico e ap6s a reidratagdo (FIGURA 13E).

Nos foliolos do clone BV1321, a concentragdo de proteinas totais reduziu no grupo de
planta CDH3, no periodo de restricao hidrica, ao passo que, apés o periodo de reidratacdo o
grupo de plantas CDH1 obteve menor concentracdo quando comparado aos grupos CDHO e
CDH3. O grupo CDH3 registrou um aumento significativo no contetido ao comparar os grupos
entre os periodos de DH para RH (FIGURA 13C). O conteudo de proteinas totais nas raizes dos
grupos de plantas CDH1 e CDH3 nao variou no periodo de déficit hidrico, assim como nos
grupos CDHO, CDH1 e CDH3 ap6s o periodo de reidratagdo. Em contrapartida, ao comparar
os grupos de plantas entre os periodos DH para RH, o grupo CDH3 apresentou maiores

concentragdes de proteinas totais (FIGURA 13F).
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Figura 13 — Proteinas totais nos foliolos (A, B e C) e raizes (D, E ¢ F) dos clones de cedro
australiano (BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 e 3 ciclos de déficit
hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restri¢ao hidrica (DH) e reidratagdo

(RH).
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Ciclos de déficit hidrico
Nota: As letras maitsculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restricdo hidrica e

reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

As respostas encontradas do contetido de aminoacidos totais, nos foliolos, para o clone
BVI1110, registrou um aumento significativo no grupo de plantas CDH3 sob restri¢ao hidrica,
enquanto que os grupos CDHO, CDH1 e CDH3 ndo apresentaram alteracdes nos valores apos
o periodo de reidratagdo. O grupo CDH3 exibiu uma diminui¢do na concentragdo de
aminodcidos ao comparar os grupos de plantas entre os periodos de DH para RH (FIGURA
14A). Nos tecidos radiculares, os grupos CDH1 e CDH3 ndo variaram o conteudo de
aminoacidos sob déficit hidrico, entretanto, esses mesmos grupos apos a reidratagdo,
apresentaram maior concentragdo de aminoacidos em relagdo ao grupo de plantas hidratadas
constantemente. Houve um aumento significativo de 47% e 56% na concentragdo de

aminoacidos nos grupos CDH1 e CDH3, respectivamente ao comparar os grupos de plantas

entre os periodos de DH para RH (FIGURA 14D).
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Com relacdo ao clone BV1210, o grupo de plantas CDH1 submetidas a apenas um ciclo
de déficit hidrico obteve maior contetido de aminodcidos totais nos foliolos no periodo de DH,
enquanto que os grupos CDHO, CDHle CDH3 nao diferiram entre si apos o periodo de
reidratacdo. O grupo CDHI1 apresentou uma reducdo de 62% no conteido de aminodcidos ao
comparar os grupos entre os periodos de DH para RH (FIGURA 14B). Nas raizes, os grupos
CDHI e CDH3 exibiu padroes semelhantes no contetido de aminoécidos totais, no periodo de
déficit hidrico, ao passo que apos o periodo de reidratacdo os grupos CDH1 e CDH3
apresentaram um aumento significativo em comparagao ao grupo CDHO. O grupo de plantas
CDHI1 obteve maior conteido de aminoacidos ao comparar os grupos de plantas entre os
periodos de DH para RH (FIGURA 14E).

Nos foliolos do clone BV1321, nao foram observadas variagdes no conteudo de
aminodcidos totais nos grupos CDH1 e CDH3, sob déficit hidrico e nos grupos CDHO, CDH1
e CDH3 apos o periodo de reidratacdo, assim como quando comparados os grupos entre 0s
periodos de DH para RH (FIGURA 14C). Os contetidos de aminoacidos nos tecidos radiculares
mostraram-se semelhantes entre os grupos CDH1 e CDH3, sob déficit hidrico, bem como nos
grupos CDHO, CDH1 e CDH3, apos o periodo de reidratagdo. Entretanto, foi possivel observar
um aumento significativo nos grupos CDH1 ¢ CDH3 ao relacionar os grupos de plantas entre

os periodos de déficit hidrico e apos a reidratacao (FIGURA 14F).
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Figura 14 — Aminodcidos totais nos foliolos (A, B ¢ C) e raizes (D, E e F) dos clones de cedro
australiano (BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 e 3 ciclos de déficit
hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restri¢ao hidrica (DH) e reidratagdo

(RH).
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Ciclos de déficit hidrico

Nota: As letras maitsculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restri¢do hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

Por meio das analises realizadas para quantificar o contetido de prolina, no clone
BV1110 foi possivel observar que, os grupos CDH1 e CDH3 nao diferiram entre si no periodo
de restricao hidrica, em contrapartida, apresentaram maiores valores quando comparados ao
grupo de plantas constantemente hidratadas, apds o periodo de reidratagdo. Ao relacionar os
grupos de plantas entre os periodos de DH para RH, notou-se que os grupos CDH1 e CDH3
reduziram 48% e 57,5%, respectivamente seu conteido de prolina, apdés o periodo de
reidratacdo (FIGURA 15A). O conteudo de prolina nos tecidos radiculares ndo exibiram
diferenca entre os grupos CDH1 e CDH3 no periodo de déficit hidrico, entretanto apods o

periodo de reidratagdo houve um aumento significativo em relacdo ao grupo de plantas CDHO.
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O grupo de plantas CDH3 aumentou o conteido de prolina ao comparar os grupos entre os
periodos de DH para RH (FIGURA 15D).

O clone BV1210, reduziu o conteudo de prolina, nos foliolos do grupo CDH3, sob
déficit hidrico, ao passo que os grupos CDH1 e CDH3 aumentaram em relagao ao grupo CDHO,
apos o periodo de reidratacdo. Menores valores foram encontrados no grupo CDH1 ao comparar
os grupos entre os periodos de restricao hidrica e apos a reidratacdo (FIGURA 15B). Quanto ao
conteudo de prolina no sistema radicular, ndo foram observadas variagdes entre 0s grupos
CDHI1 e CDH3, sob déficit hidrico, porém houve um aumento apds a reidratacdo, ao comparar
com o grupo de plantas irrigadas constantemente. Nao houve variagdes ao relacionar o contetido
de prolina dos grupos de plantas, entre os periodos de déficit hidrico e apds a reidratagdo
(FIGURA 15E).

Foi possivel encontrar reducao, nas respostas encontradas com relagao ao conteudo de
prolina, nos foliolos do clone BV1321, no grupo de plantas CDH3, sob déficit hidrico. Ao passo
que os grupos CDH1 e CDH3 exibiram aumento quando comparados ao grupo CDHO, apds o
periodo de reidratacdo. O grupo CDHI1 reduziu o contetido de prolina ao relacionar os grupos
de plantas entre os periodos de DH para RH (FIGURA 15C). Nos tecidos radiculares, o
conteudo de prolina ndo diferiu entre os grupos CDHI1 ¢ CDH3 sob déficit hidrico, entretanto
o grupo CDHI1 apresentou um aumento quando comparado aos grupos CDHO e CDH3, apds o
periodo de reidratacdo. Além disso, ao relacionar os grupos de plantas entre os periodos de DH

para RH, o grupo CDH1 expressou um aumento no conteudo de prolina (FIGURA 15F).
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Figura 15 — Conteudo de prolina nos foliolos (A, B ¢ C) e raizes (D, E e F) dos clones de cedro
australiano (BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 e 3 ciclos de déficit
hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restri¢ao hidrica (DH) e reidratagdo

(RH).
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Ciclos de déficit hidrico

Nota: As letras maiusculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restricdo hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

Ao determinar o conteudo de peroxido de hidrogénio (H202) nos foliolos do clone
BV1110, ndo foram observadas variagdes nos grupos CDH1 e CDH3 sob déficit hidrico e nos
grupos CDHO, CDH1 e CDH3 ap6s a reidratacdo. Porém, ao comparar os grupos de plantas
entre os periodos de DH para RH, o grupo CDH1 exibiu uma reduc¢do no contetido de H>0>
(FIGURA 16A). Nao houve diferenga no conteudo de H>O» nas raizes dos grupos de plantas
sob déficit hidrico e apds o periodo de reidratagdo. Em contrapartida, os grupos CDH1 e CDH3
expressaram menores valores ao relacionar os grupos entre os periodos de déficit hidrico e
reidratacao (FIGURA 16D).

No clone BV1210, o maior contetido de H2O> nos foliolos foi encontrado no grupo
CDH1, sob déficit hidrico, contudo, grupos de plantas ap6s a reidratacao ndo diferiram entre si.

O grupo CDHI1 apresentou redu¢do enquanto que o grupo CDH3 aumentou o contetido de H2O»,
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quando comparados os periodos de DH para RH (FIGURA 16B). Nos tecidos radiculares, o
conteudo de H>O> exibiu aumento no grupo CDHI1 sob déficit hidrico, em contrapartida os
grupos CDHO, CDH1 e CDH3 nao diferiram entre si, apds o periodo de reidratagdo. Ao
relacionar os grupos de plantas entre os periodos avaliados foi possivel notar que os grupos
CDH1 e CDH3 reduziram o conteudo de H>O apos a reidratagdao (FIGURA 16E).

O conteudo de H20», nos foliolos do clone BV1321 ndo apresentou variagdo entre os
grupos sob déficit hidrico e apos a reidratagao, assim como nos grupos entre os periodos DH
para RH (FIGURA 16C). Nas raizes, o conteudo de H>O> foi maior no grupo CDHI sob
restricdo hidrica, porém apos o periodo de reidratagdo ndo houve diferenca entre os grupos
CDHO, CDHI1 e CDH3. Ao relacionar os grupos entre os periodos notou-se uma diminui¢ao no

contetdo de H>O> no grupo CDH1 (FIGURA 16F).
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Figura 16 — Peréxido de hidrogénio em foliolos (A, B, C) e raizes (D, E, F) dos clones de cedro
australiano (BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 e 3 ciclos de déficit
hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restri¢ao hidrica (DH) e reidratacao

(RH).
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Ciclos de déficit hidrico

Nota: As letras maiusculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restri¢do hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

A peroxidagdo lipidica, expressa por meio do conteudo de malondialdeido (MDA) nos
foliolos do clone BV 1110, ndo diferiu entre os grupos CDH1 e CDH3 sob déficit hidrico e nos
grupos CDHO, CDH1 e CDH3, ap6s a reidratagdo. Assim como ao comparar 0s grupos entre os
periodos de DH para RH (FIGURA 17A). Houve um padrao de similaridade das respostas nos
tecidos radiculares dos grupos de plantas, sob restricdo hidrica e apos a reidratacdo. Enquanto
que, ao relacionar os grupos entre os periodos notou-se uma reducao no grupo CDH1 (FIGURA
17D).

No clone BV1210, o padrdo de resposta do conteido de MDA nos foliolos e raizes,
foram semelhantes. O grupo CDHI1 exibiu maior teor de MDA sob déficit hidrico, ao passo que

nao houve alteragdo significativa nos grupos CDHO, CDH1 e CDH3 apo6s o periodo de
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reidratacdo. Ao relacionar os grupos de plantas entre os periodos de DH para RH notou-se uma
redu¢do no grupo CDHI1 (FIGURA 17B e 17E).

Para o clone BV1321, o grupo CDHI apresentou maior conteudo de MDA nos foliolos
sob déficit hidrico, ao passo que ndo houve diferenga significativa entre os grupos CDHO,
CDH1 e CDH3 apo6s o periodo de reidratacdo. Ao relacionar os grupos de plantas entre os
periodos de DH para RH, foi possivel notar um aumento no contetido de MDA no grupo de
plantas CDH3 (FIGURA 17C). Nos tecidos radiculares, o grupo CDH1 exibiu maior conteudo
de MDA sob restri¢cao hidrica, porém os grupos ap6s a reidratagdo nao diferiram entre si. Os
grupos de plantas CDH1 e CDH3 reduziram 35% e 65% respectivamente do seu conteudo de
MDA, ao comparar os grupos entre os periodos de déficit hidrico para reidratacdo (FIGURA
17F).

Figura 17 — Malondialdeido em foliolos (A, B, C) e raizes (D, E, F) dos clones de cedro
australiano (BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 e 3 ciclos de déficit
hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restri¢ao hidrica (DH) e reidratacao

(RH).
[ 1BVI110 I BVI210 M BV1321
DI RH DH RH

£ 1200 - A%/ Yoo £

7o 1000 - Aa 1000 T

= A Aa =]
= 2800 A / A o, A 800 5 Z
=€ 600 {pEfE 2T I 600 = 5

T 400 - 400 T

2200 - 200 2

0 Z L 0

~ 1200 - D E 1200 ¢

72 1000 + - 1000 -
- & 800 A 800 < E"
g < 600 - 600 S Z
= % 400 - 400 =

£ 200 A é A A Abap 200 E

= - A B =)

g o ey = AbI_IEI ) r-—,,f‘;b"_ﬁl L0 =

- 0
«z»*«z»’b «z»“«z»\& «z»«zi" S Q»Q«z’@ PO «z»o«z%zi’
Ciclos de déficit hidrico

Nota: As letras maitsculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restri¢do hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).
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A determinagdo da atividade do metabolismo antioxidante se deu através de analises das
enzimas dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX). Em
foliolos do clone BV1110, a atividade da SOD reduziu no grupo de plantas CDH3, no periodo
de déficit hidrico, enquanto que apos o periodo de reidratacdo o grupo CDH1 registrou menor
atividade, quando comparado aos grupos CDHO e CDH3. Ao relacionar os grupos de plantas
entre os periodos de déficit hidrico e apos a reidratacao notou-se um comportamento analogo
de reducgdo de 83% na atividade da SOD para o grupo CDH1 e aumento de 87% para o grupo
CDH3 (FIGURA 18A). Nos tecidos radiculares, o grupo CDH3 exibiu maior atividade da SOD,
no periodo de restricdo hidrica, ao passo que o grupo CDH1 teve menor atividade em relagao
aos grupos CDHO e CDH3, ap6s o periodo de reidratagdo. Uma reducdo na atividade pdde ser
observada no grupo CDH1 ao comparar os grupos de plantas entre os periodos de DH para RH
(FIGURA 18D).

Os clones BV1210 e BV1321 obtiveram o mesmo comportamento na atividade da
enzima dismutase do superoxido. Em foliolos, houve uma reducao significativa da atividade no
grupo de plantas CDH3, no periodo de restri¢ao hidrica, e no grupo CDHI, ap6s o periodo de
reidratagdo, em relagdo aos grupos de plantas CDHO e CDH3. Ao relacionar os grupos de
plantas entre os periodos de DH para RH, verificou-se uma reducao na atividade do grupo
CDHI1 e aumento no grupo CDH3 (FIGURA 18B e 18C). Nas raizes, a atividade da SOD exibiu
um aumento no grupo CDH3, no periodo de restri¢ao hidrica, ao passo que ap6s a reidratagao,
o grupo CDH1 apresentou maior atividade em rela¢do aos grupos CDHO e CDH3. O grupo de
plantas submetidas a um ciclo de déficit hidrico aumentaram, enquanto que plantas submetidas
a trés ciclos de déficit hidrico reduziram a atividade enzimatica da SOD, ao comparar os grupos

entre os periodos de DH para RH (FIGURA 18E e 18F).
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Figura 18 - Atividade da enzima dismutase do super6xido em foliolos (A, B, C) e raizes (D, E, F)
dos clones de cedro australiano (BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a0, 1 ¢
3 ciclos de déficit hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restri¢ao hidrica

(DH) e reidratacao (RH).
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Ciclos de déficit hidrico

Nota: As letras maiusculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restricdo hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

A atividade da catalase em foliolos do clone BV1110, exibiu um aumento de 45% no
grupo de plantas CDH3, sob déficit hidrico, em contrapartida ndo houve alteragdo na atividade
dos grupos de plantas apos o periodo de reidratagdo. Ao comparar os grupos de plantas entre os
periodos de DH para RH notou-se uma reducao significativa de 73% na atividade do grupo de
plantas CDH3 (FIGURA 19A). Nao foi observada variagdo na atividade da catalase nos tecidos
radiculares dos grupos no periodo de déficit hidrico, ao passo que ap0s a reidratagdo, o grupo
de plantas CDH3 exibiu um aumento expressivo em relagdo aos grupos CDHO e CDH1. Ainda
em relagdo ao grupo CDH3, foi possivel notar maior atividade ao comparar os grupos entre 0s
periodos de DH para RH (FIGURA 19D).

Nos foliolos do clone BV1210, a atividade da catalase ndo promoveu variagao entre os

grupos de plantas CDH1 e CDH3, sob restricdo hidrica, bem como os grupos CDHO, CDH1 e
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CDH3 ap6s o periodo de reidratagdo. Ao comparar os grupos entre os periodos de déficit hidrico
e apds a reidratagdo verificou-se uma redugdo na atividade dos grupos CDH1 e CDH3
(FIGURA 19B). Nos tecidos radiculares o déficit hidrico ndo alterou a atividade dos grupos
CDHI1 e CDH3, entretanto apds o periodo de reidratagao o grupo CDH3 expressou um aumento
em sua atividade. Ao relacionar os grupos de plantas entre os periodos de DH para RH, o grupo
CDHI1 apresentou uma redug@o enquanto que o grupo CDH3 aumentou a atividade enzimatica
(FIGURA 19E).

Nao houve diferenca significativa na atividade da CAT, em foliolos, do clone BV1321,
nos periodos de déficit hidrico e reidratagdo. Enquanto que, ap6s o periodo de reidratacdo, os
grupos CDH1 e CDH3 exibiram uma redug¢ao na atividade ao comparar os periodos (FIGURA
19C). As atividades enzimadticas nas raizes ndo variaram entre os grupos CDH1 e CDH3 sob
restricdo hidrica, ao passo que apos o periodo de reidratagdo o grupo CDH3 mostrou maior
atividade em relagdo aos grupos CDHO e CDHI1. Ao comparar os grupos de plantas entre os
periodos de DH para RH foi possivel notar aumento na atividade do grupo CDH3 (FIGURA
19F).
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Figura 19 - Atividade da enzima catalase em foliolos (A, B, C) e raizes (D, E, F) dos clones de
cedro australiano (BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a 0, 1 e 3 ciclos de
déficit hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restri¢do hidrica (DH) e
reidratacao (RH).
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Ciclos de déficit hidrico

Nota: As letras maitsculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restri¢do hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

As respostas do clone BV1110 para a atividade da enzima peroxidase do ascorbato, em
foliolos, foi maior no grupo CDH3, sob déficit hidrico e também ap6s o periodo de reidratacao.
O grupo CDHI1 apresentou redugdo na atividade ao relacionar os grupos entre os periodos de
DH para RH (FIGURA 20A). Nao houve diferenca na atividade da APX nas raizes dos grupos
sob restri¢ao hidrica, porém foi possivel notar maior atividade no grupo CDH1, ap6s o periodo
de reidratagdo. Os grupos de plantas submetidas a um e trés ciclos de déficit hidrico exibiram
reducdo na atividade enzimatica ao comparar os grupos entre os periodos de déficit hidrico e
reidratacao (FIGURA 20D).

Em referéncia ao clone BV1210, a atividade da APX nos foliolos nao diferiu
significativamente entre os grupos sob DH, ao passo que apds a reidratagdo o grupo CDH3

registrou maior atividade em relagdo aos grupos CDHO e CDH1. Ao comparar os grupos de
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plantas entre os periodos de DH para RH, foi possivel observar uma reducdo de 63% na
atividade do grupo CDH1 (FIGURA 20B). Nos tecidos radiculares, a maior atividade da APX
ocorreu no grupo de plantas CDHI, sob déficit hidrico, assim como apos o periodo de
reidratacao. Nao houve diferenca na atividade da APX dos grupos de plantas ao relacionar os
periodos de DH para RH (FIGURA 20E).

Nos foliolos do clone BV1321, a maior atividade da APX foi expressa no grupo de
plantas CDH1 sob déficit hidrico, enquanto que apos o periodo de reidratagao, o grupo CDH3
obteve maior atividade. Ao relacionar os grupos de plantas entre os periodos de déficit hidrico
para a reidratacdo, foi observada uma redugdo de 86% na atividade do grupo CDH1 (FIGURA
20C). Nos periodos de déficit hidrico e reidratacdo, as raizes do grupo CDH1 exibiram maior
atividade da APX. Entretanto, ao comparar os grupos entre os periodos foi possivel notar uma

queda na atividade deste mesmo grupo, assim como do grupo CDH3 (FIGURA 20F).

Figura 20 - Atividade da enzima peroxidase do ascorbato em foliolos (A, B, C) e raizes (D, E, F)
dos clones de cedro australiano (BV1110, BV1210 e BV1321) submetidos a0, 1 ¢
3 ciclos de déficit hidrico (CDHO, CDH1, CDH3), no periodo de restri¢ao hidrica

(DH) e reidratacao (RH).
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Ciclos de déficit hidrico
Nota: As letras maitsculas comparam os ciclos de déficit hidrico nos periodos de restri¢do hidrica e
reidratacdo, as letras mindsculas comparam os ciclos entre os periodos. Tratamentos com a mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p < 0.05). (DH): periodo déficit hidrico; (RH):
periodo apos a reidratacdo; (CDHO): grupo de plantas irrigadas constantemente; (CDH1): grupo de
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plantas com um ciclo de déficit hidrico; (CDH3): grupo de plantas com trés ciclos de déficit hidrico.
Fonte: do autor (2020).

Neste estudo de avaliagao entre os trés clones comerciais BV 1110, BV 1210 e BV 1321,
foi possivel observar o comportamento das plantas no estado de um determinado grau de déficit
hidrico e apds a reidratacdo, assim como comparar os grupos de plantas que passaram por
nenhum, um e trés sucessiveis ciclos de déficit. Alguns autores afirmam que eventos repetitivos
de limitacdo de agua seguidos de precipitacdo, podem desencadear atividade bioldgica de
recuperagao diferenciada relacionada a 4, porém dependente da intensidade ou duragdo da seca
(XU; ZHOU; SHIMIZU, 2010; BERENGUER et al., 2018). Apesar dos clones em campo serem
classificados pela empresa como resiliente, moderado e sensivel ao déficit hidrico, todos
apresentaram respostas similares quanto ao crescimento apos a reidratacao, independentemente
do numero de ciclos de seca submetido. Porém, as alteragcdes metabolicas para se obter a mesma
taxa de crescimento foram diferentes entre os clones.

O potencial hidrico foliar dos clones BV 1110, BV 1210 e BV 1321 foi reduzido em
todos os grupos de plantas sob déficit hidrico independente dos ciclos D1, D2 e D3, porém o
menor Wwroliar observado nas plantas sob DH foi no ciclos D1 ¢ D2 ¢ o menor observado no
grupo de plantas CDH1 e CDH3 foi no ciclo D3 (FIGURA 6A, 6B ¢ 6C). Esse foi um dos
parametros de avalia¢do da intensidade do estresse hidrico nos clones de cedro australiano, pois
com a imposi¢cdo da seca, a medida que o conteido de agua diminui, as células tendem a
encolher e a parede celular relaxar, causando a perda no turgor e reducdo no potencial hidrico
das folhas (Wwrotiar) (FAROOQ et al., 2009). Os valores encontrados neste trabalho (FIGURA
6), foram menores do que os relatados com mudas clonais de outras espécies lenhosas com
valor médio de -3,7MPa e maiores do que espécies arboreo, com valor de -2,4MPa, sob déficit
hidrico (MENEZES-SILVA et al., 2017; TEIXEIRAS et al., 2012). Ap6s o periodo de
reidratacao todos os clones aumentaram o potencial hidrico, igualando ao de plantas totalmente
irrigadas (FIGURA 6A, 6B e 6C), isso mostra o mesofilo das plantas ndo era irreversivelmente
afetados com a imposi¢ao do déficit hidrico e que apesar da alteragao no potencial hidrico foliar,
o estresse pode ser considerado moderado.

Nos trés clones de cedro australiano, ndo foi possivel observar diferenca estatistica
quanto a altura da planta, didmetro ¢ a massa seca do caule, para os grupos com um e com
sucessiveis ciclos de seca e nem mesmo durante o periodo de déficit e apds o periodo de
reidratacdo (TABELA 2 e 3). O parametro de biomassa e crescimento € utilizado para evidenciar

a resiliéncia das plantas sob restricao de agua por ser considerado um dos estressores que mais
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limitam o crescimento (LOKA et al., 2019; RUBILAR et al., 2020; SAADAOUI, 2017) Ao
manter a turgescéncia foliar, a planta permite o crescimento e alongamento das células, o que
nao ocorre se houver limitagcao no suprimento de agua (ATAIDE et al., 2018; PEREIRA et al.,
2012).

Porém, quanto aos pardmetros de comprimento da raiz (TABELA 2) e comprimento
radicular especifico (TABELA 3), ficou evidente um aumento para os clones BV 1110, BV 1210
e BV 1321 apo6s o periodo de reidratacao, nos grupos de plantas apos trés ciclos de déficit. O
aumento desses parametros foi inversamente proporcional a massa seca das raizes que
reduziram apos a reidratagdo (TABELA 3). Esse acontecimento por ser explicado pelo fato dos
clones investirem em raizes pequenas ou radicelas, e isso faz com que o peso nao seja alterado
(PFAUTSCH et al., 2016). A presenca das raizes pequenas ¢ considerada uma estratégia
adaptativa para que haja aumento na captacdo de 4agua, proporcionando uma superficie
absorvente (BASU et al., 2016). Alguns estudos mostram que, em condi¢des de déficit hidrico,
a diferenca na captacao de agua entre espécies ou genotipos distintos ndo estd relacionada a um
aumento na biomassa radicular, mas sim nas caracteristicas hidraulicas especificas de algumas
raizes, deixando em aberto uma maior exploracao no envolvimento de barreiras apoplasticas ao
restringir a captagdo de 4gua nas raizes e o seu envolvimento com o embolismo
(RANATHUNGE; SCHREIBER, 2011).

Com o clone BV 1110 nao foram observadas alteragdes no namero de folhas, foliolos e
na area foliar durante os ciclos de seca e apods a reidratagdo, assim como ocorre a algumas
espécies pioneiras (ATAIDE et al., 2018). E sabido que, quando o déficit hidrico ocorre apés o
desenvolvimento da planta, a inibicdo na expansdo das cé€lulas pode resultar em queda das
folhas principalmente em espécies caducifolias, como mecanismo de defesa da planta. Nesse
trabalho, foi possivel notar esse comportamento apenas nos clones BV 1210 e BV 1321 que
reduziram o nimero de folhas, de foliolos, a 4rea foliar e a massa seca apos o terceiro ciclo de
déficit hidrico (FIGURA 8A, 8B e 8C; TABELA 3). Alguns estudos mostram que as espécies
lenhosas normalmente apds inducdo de déficit hidrico, também reduzem a emissdo de novas
folhas como estratégia para evitar a perda de dgua por transpiragdo (KOZLOWSKI, 1976;
SCHWIDER et al.,, 2013). Essas respostas de queda foliar podem limitar o processo
fotossintético, contribuindo para reducdo na fotossintese, que ¢ um avaliador do status
fisiologico da planta (FAROOQ et al., 2009; FATIMA et al., 2018; TAKAHASHI;
SHINOZAKI, 2019).
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Conforme constatado nesse estudo com clones de cedro australiano, as redugdes na
fotossintese (A4), condutancia estomatica (gs) e taxa de transpiracdo (£) mostrou-se
significativas nos grupos de plantas CDH1 e CDH3, sob déficit hidrico durante os ciclos D1,
D2 e D3 (FIGURA 7). E essas reducdes ficaram ainda mais evidentes ao serem comparadas
com o aumento na média da temperatura didria e redu¢ao da umidade relativa do ar, mostrando
que os clones de cedro australiano responderam diretamente aos efeitos do dia em relacdo as
trocas gasosas (FIGURAS 5 e 7). Nos estagios iniciais da seca, a sinalizagdo quimica das raizes
pode causar a perda de turgor das células e consequentemente o fechamento estomatico, de
acordo com o que foi observado para os clones BV 1110, BV 1210 e BV 1321 (FIGURA 7D,
7E e 7F). Conforme a abertura estomatica diminui para restringir a difusdo da dgua, a entrada
de CO; no mesofilo também reduz, restringindo o suprimento de CO> para os sitios de
carboxilagdo e afetando negativamente a 4 (BERENGUER et al., 2018; TAKAHASHI;
SHINOZAKI, 2019).

A condutancia estomatica (gs) também ¢ tida como um parametro para avaliagdo da
intensidade do déficit hidrico, devido ao elo entre a perda de transpiracdo e ganho de carbono
(HODECKER et al., 2018). Pode ser considerada como uma ferramenta 1til no aprimoramento
da seleg@o genética para maior produtividade em ambientes propensos a seca, devido alteragao
no crescimento e na economia de agua pelo fechamento estomatico (ALBUQUERQUE et al.,
2013; FATIMA et al., 2018; LOKA et al., 2019). Outro fator importante que esta diretamente
associado a gs, € o processo de transpiragdo (E), responsavel pela perda de dgua. A reducdo de
E durante os ciclos de déficit hidrico para os trés clones avaliados, visto nas figuras 7G, 7H e
71, pode ser atribuida ao fechamento estomatico e a diminuicao do suprimento de dgua devido
ao decréscimo da condutividade hidraulica das raizes, causando a reducao no potencial hidrico
das folhas, assim como em estudos com diferentes tipos de plantas (BRODRIBB, 2003; DANG
et al., 2019; HUBER et al., 2019; RODRIGUEZ-GAMIR et al., 2019). Além disso, apesar do
aumento na temperatura nos ciclos D2 e D3 (FIGURA 5) a taxa de transpiragdao nao chegou a
zero, provavelmente devido perda de vapor pela cuticula evitando o aquecimento do foliolo e
favorecendo o processo fotossintético (TARDIEU, 2005).

Em condicdes de seca, a taxa de assimilagdo liquida de CO2 pode levar a superexcitacido
e subsequente dano fotoinibidor do fotossistema II (PSI/), reduzindo algumas caracteristicas
fotoquimicas como a taxa de transporte de elétrons (E7TR), rendimento quéntico potencial do
PSII (Fv/Fm), rendimento quantico efetivo (OPSII) e aumento do quenching nao-fotoquimico

(NPQ) (LIU etal., 2019; MAXWELL; JOHNSON, 2000). Alguns estudos ao comparar tecidos
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saudaveis e danificados por fatores abidticos, notaram valores entre 0,80 e 0,65 para folhas
saudaveis e valores abaixo desse intervalo como indicativo de danificagdo nos centros de reacao
do PSII (ROUSSEAU et al., 2013). Ao considerar esses valores, foi possivel notar que ®PSI/
dos clones BV 1110 nao foi danificado no decorrer dos ciclos de déficit hidrico, enquanto que
dos clones BV 1210 ¢ BV 1321 foram reduzidos no periodo de DH e recuperados apos o periodo
de reidratacdo (TABELA 4). Com a reducgdo da condutancia de CO2 no mesofilo, o uso dos
elétrons para assimila-lo no ciclo de Calvin tendem a reduzir e esses podem ser desviados para
outros processos como a fotorrespiracdo, além disso, pode induzir o aumento da dissipagao de
calor pelo NPQ afim de proteger o PSII (FAROOQ et al., 2009). Nesse caso, o clone BV 1110
apresentou uma capacidade de tolerancia ao déficit hidrico devido a maior eficiéncia do sistema
fotoprotetor do PSII, que pode ser atribuida em razao de seu melhor desempenho fotoquimico
em relacdo aos demais clones avaliados. Devido a capacidade dos clones BV 1210 e BV 1321
apresentarem recuperacao da fotossintese apos o periodo de reidratacdo foi possivel utilizar a
integridade do aparelho fotossintético da planta para caracterizar a sua resiliéncia (DIAS et al.,
2018; GETTE; PAKHARKOVA, 2020; MAXWELL; JOHNSON, 2000). A reducdo nos
valores de Y(II), sob déficit hidrico também esta relacionada com a maior fotoinibi¢ao nas
plantas. Os resultados encontrados para os clones de cedro australiano indicaram inibi¢ao maior
para o clone BV 1210. Os menores valores de Fv/Fm podem estar relacionados com a
sobrecarga dos sistemas antioxidantes e como a reducao de moléculas funcionais de protecao
do aparato fotossintético, resultando em baixo rendimento no processo fotoquimico como
consequéncia de danos na funcionalidade no centro de reacdo do PSII e reducdo na A4
(FALQUETO et al., 2017). O mesmo padrao de resposta foi encontrado em estudos com cedro
australiano sob déficit hidrico e nutricional (SANTOS, 2016).

A clorofila ¢ de suma importancia para a fotossintese das plantas, permitindo a captagao
de energia da luz. No presente estudo, o conteudo de clorofila a, b tiveram uma tendéncia de
redugdo apds o periodo de reidratacao, sendo mais acentuado no clone BV 1321. Sabe-se que a
severidade do estresse hidrico age na degradacdao da clorofila e que a reducdo do teor de
clorofila foliar nessas condi¢des reduz a eficiéncia fotossintética (TABELA 4), porém, plantas
que possuem a capacidade de manter o contetido de clorofilas por maior tempo podem
aumentar a fotossintese (ARABZADEH, 2009). O teor de carotenoides nos clones BV 1110 e
BV 1210 apresentaram caracteristicas similares de redu¢cdo em condi¢des de estresse hidrico,
principalmente quando submetidos ao primeiro ciclo de seca (TABELA 5). Ja o clone BV 1321

ndo mostrou alteracdo no contetido durante a imposi¢do dos tratamentos. Nos estudos em
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plantas consideradas resilientes a seca, os niveis de carotenoides tendem a aumentar sob déficit
hidrico, e isso indica aumento da fotoprote¢ao por quantidade de luz absorvida, mostrando ser
um bom indicativo de sistema antioxidante (FAROOQ et al., 2009; LISAR et al., 2012;
HAVAUX; KLOPPSTECH, 2001). Com a reducao no conteido de agua nas folhas, na
condutancia estomatica e na fotossintese liquida ocorreu a degradacao das clorofilas totais dos
clones BV 1110, BV 1210 e ainda maior no clone BV 1321 (TABELA 5). O mesmo pode ser
observado em estudos com plantas tolerantes a seca, com degradacao das clorofilas totais e
concentragdo constante dos carotenoides, sob déficit hidrico (DIAS et al., 2018; AIDAR et al.,
2010).

O déficit hidrico também ¢é caracterizado em algumas espécies pelo acimulo de agucares
em seus tecidos. A sacarose € o amido como carboidratos soliveis, sdo extremamente
permedveis e cumulativos em células de plantas sob seca (FAGERIA, 1989; FIOREZE et al.,
2011). O conteudo de sacarose nas folhas dos clones BV 1110 e BV 1210 apontaram um
aumento progressivo apods a reidratagdo (FIGURA 9A e 9B). Esse acimulo provavelmente foi
promovido pela biossintese de sacarose e aumento da atividade enzimatica da sacarose fosfato
sintase que possui funcdo de proteger a integridade das membranas e proteinas (HOEKSTRA
et al., 2001). No caso do teor de amido, que reduziu nas folhas e nas raizes do clone BV 1110
apos trés ciclos de déficit hidrico pode ter ocorrido devido aos dois acontecimentos bioquimicos
simultaneos que ocorrem em plantas sob essas mesmas condigdes (FIGURA 10A). A via de
transporte de amido € a principal a ser degradada pela a¢do da enzima amilase, enquanto que a
via secundaria de sacarose, sofre acdes de enzimas invertases, utilizadas em processos
anabolicos ou catabolicos (CHAVES FILHO; STACCIARINI-SERAPHIN, 2001;
MARECHAUX et al., 2015). Mas pode também contribuir para o acumulo de agucares
redutores, conforme ocorreu nas folhas dos trés clones estudados apos a reidratacdo (FIGURA
12A, 12B e 12C). O contetido de AST na raiz (FIGURA 11D), foi mantido no clone BV 1110
devido a redugdo no contetido de amido (FIGURA 10D). Essa reducao pode estar relacionada
com o ajuste osmotico das células, devido o favorecimento da osmorregulacao que permite a
recuperagdo de folhas jovens (BASU et al., 2016; FAROOQ et al., 2009).

O actimulo de solutos pela célula é outro mecanismo de extrema importincia para
plantas tolerantes a seca pois reduz o potencial da célula mantendo o seu volume e turgor. Os
metabolitos acumulados durante o processo atuam como osmolitos para também desintoxicar
as espécies reativas de oxigénio e estabilizacdo das proteinas. O clone BV 1110 diminuiu o

conteudo de proteinas nas folhas apos a reidratagao (FIGURA 13A). Essa redugdo das proteinas
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totais pode ser causada devido ao aumento da atividade enzimatica das proteases, ja que esta
enzima promove a quebra das proteinas apresentada nas plantas sob déficit hidrico. Além disso,
em condicdo de estresse, a maquinaria celular ¢ convergida a degradacdo de reservas ou de
compostos celulares para manutengdo do metabolismo celular favorecendo a hidrolise
enzimatica. O ajuste osmotico é que mantem a absor¢ao de agua e o turgor celular em condigdes
de déficit hidrico sendo considerado um mecanismo importante que permite prolongar a
sobrevivéncia das plantas ou manter o crescimento ¢ a manutencdo do turgor em estresse
moderados (BASU et al., 2016; BERENGUER et al., 2018; MARECHAUX et al., 2015). Os
clones BV 1110 e BV 1210 também apresentaram acumulo de aminoacidos nas suas folhas
durante o periodo de déficit hidrico e redugdo apos a reidratagdo (FIGURA 14A e 14B). Os
aminoacidos como responsaveis pelo transporte de nitrogénio nas plantas e o seu acimulo nas
folhas pode ser considerado uma caracteristica de resiliéncia das plantas frente a estresses
ambientais,  principalmente = em  condigdes de  déficit  hidrico  (SALEHI-
LISAR; BAKHSHAYESHAN-AGDAM, 2016; YADAV et al., 2019). Também foi possivel
observar aumento expressivo de prolina nas folhas dos trés clones sob seca (FIGURA 15A, 15B
e 15C). A prolina ¢ um aminoacido utilizado como indicativo de estresse hidrico e possui
propriedade osmoprotetora. O seu acimulo ¢ resultante do aumento na osmolaridade da célula,
que promove a manutencao do turgor, prevencao e desnaturagcdo de proteina, preservacao da
estrutura e da atividade enzimatica e prote¢cdo das membranas contra danos das EROs. Alguns
trabalhos mostram que plantas sob déficit hidrico aumentaram a concentracdo de prolina em até
100 vezes, sendo considerada um osmorregulador (KAUR; ASTHIR, 2015; SAMARINA et al.,
2017).

Por meio das analises do sistema antioxidante constatou-se que as folhas dos grupos de
plantas CDH1produziram contetido de peroxido de hidrogénio durante o periodo de déficit
hidrico para os clones BV 1110 e BV 1210, tanto em folhas quanto raizes (FIGURA 16A, 16B,
16D e 16E. Em condicdes 6timas de crescimento sao formadas as espécies reativas de oxigénio,
tais como 0 oxigénio singleto, radical hidroxila e peroxido de hidrogénio, porém durante o
processo de estresse hidrico essa producao pode ser aumentada. Os maiores teores MDA, nas
folhas e raizes do grupo CDHI1 sob déficit hidrico, no clone BV 1210 ¢ indicativo de danos
oxidativos as membranas (FIGURA 17A e 17B) (LAXA et al., 2019). Contudo, esse dano foi
menor no clone BV 1321 (FIGURA 17C), possivelmente, pelo menor acuimulo/formacgao de
EROs em consequéncia de um mecanismo dissipador de excesso de poder redutor mais

eficiente, e da maior atividade das enzimas antioxidativas (LAXA et al., 2019; SHARMA et al.,
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2012). Apos reidratagdo, os niveis de MDA no clone BV 1210 reduziu, indicando que nao havia
danos oxidativos nas membranas. As reducdes nos valores de MDA ap6s o periodo de
reidratacao podem estar relacionados a alta atividade enzimatica da SOD, CAT e APX durante
o estresse, que foram suficientes para remover eficientemente as EROs e evitar danos as
membranas (BIN et al., 2010).

E fundamental que as plantas disponham de mecanismos que controlem os niveis de
EROs em seus compartimentos celulares, pois estresses como a seca, ativam o mecanismo de
protecao nas plantas como o sistema antioxidativo enzimatico formado, principalmente pelas
enzimas SOD, CAT e APX (TIAN et al., 2016). Nesse trabalho, o aumento das atividades do
sistema antioxidante foi considerado uma caracteristica para classificar o clone BV 1210 como
sendo resiliente, assim como ¢ feito com determinadas espécies (LAXA et al., 2019; LOKA et
al., 2019). A atividade da SOD nas folhas dos clones BV 1110, BV 1210 ¢ BV 1321 foi mais
ativa no grupo CDH1 no periodo de DH, e na raiz, no grupo CDH3 (FIGURA 18). Porém, no
clone BV 1110 foi ainda maior do que nos clones BV 1210 e BV 1321. A atividade da SOD ¢ a
primeira barreira antioxidante enzimatica, pois sdo enzimas mais rapidas, atuando na
desintoxicac¢ao do Oy e evitando a formagdao de OH. O aumento nos niveis da SOD durante a
seca também foi relatado em estudos com arroz e girassol (FULDA et al., 2011; SALEKDEH
et al., 2002) assim como a reducao foi relatada por Cruz de Carvalho, (2008). A APX esteve
mais ativa nas raizes dos grupos CDHI1 sob DH em todos os clones de cedro australiano
avaliados (FIGURA 20D, 20E e 20F). A enzima ascorbato peroxidase possui alta afinidade pelo
peroxido de hidrogénio e ascorbato sugerindo ndo apenas a desintoxicacdo do H>O> mas
também o controle nos seus niveis como mecanismo de sinalizagdo (MITTLER; POULOS,
2005; LAXA et al., 2019). Durante o periodo de DH, a CAT se mostrou mais ativa nas folhas
do grupo CDH3 para o clone BV 1110 e nos grupos CDH1 e CDH3 para os clones BV 1210 e
BV 1321 (FIGURA 19A, 19B e 19C). O peroxido de hidrogénio também pode difundir-se para
outros locais subcelulares, como ntcleo e o citosol desempenhando papel de sinalizagdo
intracelular durante o estresse, porém, a maior parte do H,O; fotorrespiratdrio ¢ decomposto

pela catalase nos peroxissomos (NOCTOR; MHAMDI; FOYER, 2014).
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5 CONCLUSAO

Os ciclos de déficit hidrico experimentalmente impostos, permitiram observar
alteracdes nos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos dos clones. O clone BV 1110 apresentou
maior comprimento radicular sob seca, porém o estresse ndo foi suficiente para reduzir seu
metabolismo. A prolina foi um indicador de estresse pelo alto conteido encontrado nos grupos
CDH1 e CDH3 sob déficit hidrico, assim como o peréxido de hidrogénio. Das enzimas
antioxidantes, a atuante foi a SOD nas folhas e raizes.

J& o clone BV 1210 apesar dos valores reduzidos para numero de folhas, foliolos e
fluorescéncia da clorofila a sob déficit hidrico, apds a reidratagdo foram restaurados. O
contetdo de prolina e H20> foi reduzido no grupo CDH3 sob DH. A CAT foi a enzima mais
ativa nas folhas desse clone sob estresse hidrico.

Enquanto que o clone BV 1321 obteve o menor comprimento de raiz e potencial hidrico.
Assim como redugdo no numero de folhas e foliolos no grupo CDH3. A maquinaria
fotossintética foi alterada pela seca, reduzindo a fluorescéncia da clorofila e recuperada apds
reidratacdo. Houve consumo de carboidratos nas folhas e raizes. O perdxido de hidrogénio
também foi reduzido no grupo CDH3 sob DH e a enzima atuante em maior concentracéo foi a
APX, no grupo de plantas CDH1 sob DH.

Sendo assim, o clone BV 1110 se mostrou resistente ao déficit hidrico imposto por ndo
alterar suas caracteristicas de crescimento e desenvolvimento. Os clones BV 1210 e BV 1321
realizaram ajustes metabolicos (ndo padronizados) que as permitiram exibir diferentes respostas
nos grupos CDH1 e CDH3. No entanto, ndo foram suficientes para evitar danos (redugédo) ao
crescimento das plantas.

Portanto, os parametros utilizados para caracterizacdo dos clones de cedro australiano
mostraram ser satisfatorios para considerar o clone BV 1210 resiliente ao déficit hidrico

imposto.
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