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EXTRATO

OLIVEIRA, Franciele Santos. Monografia do curso de graduacdo em Engenharia
Florestal. Universidade Federal de Vicosa, Dezembro de 2014. Aspectos fisioldgicos e
metabdlicos envolvidos na resposta diferencial de clones de eucalipto a deficiéncia
hidrica e de oxigénio. Orientador: Wagner L. Aradjo. Co-orientadores: Adriano Nunes-
Nesi e Jorge Pérez Diaz.

No Brasil, a area plantada com eucalipto utilizada para atender os diversos
setores florestais vem sofrendo incrementos constantes nos ultimos anos mesmo com as
mudancas climéticas observadas. Essas alteracdes levam a uma anomalia que vem
sendo notada em alguns plantios conhecida como seca de ponteiros. Esta anomalia é
normalmente observada apds o periodo chuvoso, em que o0 excesso de agua no solo
compromete a sobrevivéncia da espécie. Os sintomas da seca de ponteiros sao
caracterizados pela perda de dominancia apical, lesdes nos ramos e nas folhas, murcha,
podendo levar a seca de ponteiros propriamente dita. Nesse sentido faz-se necessario
entender como algumas variaveis climaticas afetam o desenvolvimento de clones
comumente utilizados em plantios florestais. Com isso, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar os impactos fisioldgicos e metabdlicos causados pelo déficit hidrico e
pela deficiéncia de oxigénio em clones de eucalipto sensivel e tolerante a seca de

ponteiros. Para tanto, dois experimentos independentes foram montados, sendo o
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primeiro feito para investigar os efeitos da redugdo na disponibilidade de oxigénio
(hipoxia) e o segundo os impactos do déficit hidrico. O primeiro trabalho seguiu-se um
esquema fatorial 2x2, utilizando-se dois clones (tolerante e sensivel a seca de ponteiros)
e duas concentragdes de oxigénio (normoxia 8 mg/L e hipoxia 4 mg/L). No segundo
trabalho também se seguiu um esquema fatorial 2x2 (dois clones e dois regimes
hidricos). Em ambos os experimentos foram avaliados trocas gasosas, teor de clorofila,
aminoacidos totais e proteinas totais. De maneira particular, no experimento com déficit
hidrico, determinou-se, ainda, a area foliar especifica, matéria fresca e seca, prolina e
glicina-betaina. Coletivamente, os resultados obtidos demonstram que o periodo curto
de hipoxia promove alteracGes na fotossintese, transpiracdo, taxa de transporte de
eletrons, teor de clorofilas, aminoacidos e proteina, indicando uma extensiva
reprogramacdo metabdlica ap6s a reducdo na concentragdo de oxigénio. Cabe
mencionar, no entanto, que essa resposta precisa ainda ser melhor investigada. O déficit
hidrico promove reducdes significativas nos parametros de trocas gasosas em ambos 0s
clones. Saliente-se que esses parametros foram recuperados apos trinta dias de
reirrigacdo, e que ao final do experimento a superioridade do clone sensivel nessa
recuperacao. As reducdes nas trocas gasosas foram acompanhadas por quedas nos teores
de clorofila total sem, no entanto, alterar a razdo clorofila a/b. Embora redugdes na
eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il mensurada pela razdo F./Fn tenham sido
observadas, ndo se observou um padrdo claro de flutuacdo dos teores de prolina e
glicina-betaina nos clones avaliados. Tomados em conjunto os resultados obtidos
sugerem que a ocorréncia de limitacbes estomaéticas e fotoquimicas associadas ao
estresse hidrico tenham sido fortemente responsaveis pelas mudangas metabdlicas
observadas e indicam que futuros estudos metabdlicos devam auxiliar na elucidacdo das

respostas contrastantes dos clones ora avaliados.

viii



1. INTRODUCAO

Um dos grandes desafios enfrentados pelo setor florestal, ndo apenas brasileiro,
mas também mundial, é o crescente aumento na demanda por madeira nas ultimas
décadas devido, em grande parte, a0 seu maior consumo em multiplos setores da
industria, a fim de atender as exigéncias do mercado. Para atender a demanda e
exigéncias do mercado, destacam-se algumas espécies florestais como o Eucalyptus e o
Pinus. Nesse contexto, durante o ano de 2013 a area ocupada por florestas plantadas foi
de 6,66 milhdes de hectares sendo que deste total, 76,6% da area & ocupado por
Eucalyptus e 23,4% ocupado por Pinus (ABRAF, 2013). Cabe mencionar que o
Eucalyptus apresenta algumas caracteristicas mais recomendaveis como menor ciclo de
corte, rapido crescimento e tratos silviculturais conhecidos. Dessa forma, por ser um
género que atende as exigéncias das inddstrias justifica-se a grande area de plantio
normalmente utilizada (FERRAZ, 2012).

E notério que para se obter maior produtividade necessita-se entender como
varidveis climéticas (e.g. umidade, temperatura, radiacdo, quantidade de oxigénio,
limitacdo hidrica) afetam o desenvolvimento, particularmente, na fase juvenil do
Eucalyptus. Nesse sentido, € imprescindivel avaliar como essas variacbes comprometem
o desenvolvimento do eucalipto frente a essas variagdes, uma vez que, a escolha do
material genético deve ser criteriosa a fim de proporcionar maior adaptabilidade e

desenvolvimento da espécie no sitio florestal, especialmente nas questées que envolvam



a sobrevivéncia mediante ao déficit de agua no solo provocado por diferentes
caracteristica ndo apenas do solo mais também das varidveis climaticas, principalmente
0 que tange ao indice de precipitacdo pluviométrica (TUOMELA, 1997 citado por
FERNANDES, 2012).

No entanto, em determinadas circunstancias, &gua em demasia no solo também
pode comprometer a producdo de eucalipto. De maneira geral, plantas que se
desenvolvem nessas condigcdes apresentam comumente perdas de produtividade, pois o
crescimento é severamente comprometido (TAIZ E ZEIGER, 2004). Esse fendmeno de
alagamento do solo causa hipoxia onde a concentracdo de oxigénio € reduzida,
limitando energeticamente as plantas e ocasionando, em Ultima instancia, as reducgdes
no crescimento. Registre-se que em ambos 0s casos (falta ou excesso de agua), os
problemas comumente observados vem sendo um grande desafio enfrentado pelo setor
florestal, uma vez que o eucalipto é bastante sensivel tanto ao excesso de agua quanto a
deficiéncia de oxigénio nos solos (EMBRAPA, 2000).

Muito provavelmente devido as variagdes climaticas, tém-se observado que
diferentes clones de eucalipto apresentam diferencgas no crescimento e desenvolvimento,
particularmente quando situacdes de estresse sdo aparentes. Neste contexto, em
determinadas areas de plantio com altos indices pluviométrico tem se observado a
ocorréncia da seca de ponteiros. Essa anomalia é normalmente observada ap0s o
periodo chuvoso devido ao excesso de agua no solo que compromete grandemente a
sobrevivéncia da espécie (ALMEIDA et al., 2013). A escolha de materiais genéticos
resistentes a essa condicdo é uma das alternativas utilizadas para evitar os prejuizos da
seca de ponteiro em areas de cultivo. A seca de ponteiros é observada em diferentes
regibes do estado de Minas Gerais sendo primeiramente constatada no Vale do Rio
Doce. Cabe ressaltar que essa anomalia apresenta-se inicialmente com a sintomatologia
de perda na dominancia apical, lesbes nos ramos e nas folhas, murcha aparente,
encarquilhnamento e trincamento da casca e, em Ultima instancia, a seca de ponteiros,
propriamente dita (FERREIRA &MILANI, 2002; ALFENAS, 2004).

Os danos fisiologicos provocados sdo devido ao excesso de dgua no solo que
geram distdrbios no processo fotossintético, principalmente no que diz respeito as trocas
gasosas, deficiéncia na absorcdo e translocacdo de nutrientes, afetando, de forma

substancial, o metabolismo da planta (ALMEIDA et al., 2013). Ademais, parece afetar



também a fina regulacdo hormonal em plantas levando, por exemplo, ao aumento na
sintese de etileno na parte aérea provocando assim a epinastia das folhas. Com efeito, o
acido abscisico, que atua na regulacdo do processo de abertura e fechamento dos
estdmatos, pode também desempenhar papel importante na regulagdo das trocas gasosas
em resposta a hipoxia (TAIZ E ZEIGER, 2004). Registre-se também que para
sobreviver em situacfes de baixa concentracdo de oxigénio, plantas consideradas
tolerantes podem apresentar diferentes mecanismos. Assim, sob hipoxia, a raiz pode
desenvolver estruturas anatdmicas especializadas como aerénquima, raizes adventicias e
lenticelas (KOZLOWSKI,1997; HERRERA, 2013 citado por KREUZWIESER E
RENNENBERG, 2014). Cumpre mencionar que devido & baixa disponibilidade de
oxigénio, alteragcbes na atividade respiratoria radicular sdo normalmente observadas
promovendo estimulo ao metabolismo fermentativo. Nesse contexto, a regeneracdo do
NAD" (adenina dinucleotideo de nicotinamida) por meio da via fermentativa permite a
dissipacdo desse poder redutor permitindo a manutencdo da via glicolitica gerando
energia na forma de ATP, mesmo que em baixas quantidades, possibilitando a
manutencdo temporaria do metabolismo do sistema radicular através da fosforilacao
oxidativa a nivel de substrato (ROCHA et. al., 2010).

Saliente-se também que em condi¢do de hipoxia um significativo acimulo de
metabolitos alanina, y-amino butirico (GABA) e succinato sdo observados, sugerindo
uma reprogramacao metabdlica durante ao estresse causado pela baixa concentracdo de
oxigénio fortemente associado a manutencdo de taxas respiratdrias (ROCHA et. al.,
2010). Entretanto, plantas que sao tolerantes a hipoxia tendem a ser sensiveis ao deficit
hidrico, devido a limitacdo de absorcdo de &gua de suas raizes superficiais
(KOZLOWSKI, 1997).

De modo similar ao fenbmeno da hipoxia, a deficiéncia hidrica pode
comprometer o desenvolvimento e a produtividade vegetal. A sintese de osmdlitos,
solutos compativeis, € geralmente observada em resposta ao déficit hidrico. Nesse
sentido, esses solutos podem ser acumulados sem causar danos ao papel das proteinas.
Estes osmdlitos compreendem aminoacidos (prolina), acucares (frutanos) e compostos
de amonios quaternarios (glicina-betaina). Para a sintese desses solutos a atuacéo das
enzimas envolvidas € de fundamental importancia, 0 que permite que ocorra o

ajustamento osmotico. Esse ajustamento implica em um decréscimo do potencial



osmotico, que pode auxiliar na manutencdo de um gradiente de potencial hidrico
favoravel bem como proteger o turgor da célula (BRAY, 1997).

Em consequéncia da limitacdo hidrica no solo, ocorre o fechamento estomatico,
que é regulado, dentre outros fatores, pela concentracdo de acido abscisico (PACHECO,
2007). Com efeito, o déficit hidrico promoveu declinios na taxa fotossintética,
condutancia estomatica, transpiracdo e potencial hidrico em clones de eucalipto
(TATAGIBA, 2008), fato esse possivelmente associado a alteragfes nas concentragoes
de &cido abscisico.

Coletivamente, as informagdes apresentadas acima indicam que o
comportamento de clones de eucalipto frente a situacdes de limitacdo hidrica ou de
oxigénio pode ser fortemente governado por mudancas metabdlicas. Nesse contexto, o
objetivo desse trabalho foi investigar as alteracbes bioquimicas e fisiologicas em
diferentes clones de eucalipto, submetidos a limitagéo hidrica (deficit hidrico) e hipoxia.
Registre-se aqui que o estudo detalhado dos possiveis mecanismos que tornam clones de
eucalipto sensiveis ou tolerantes a essas condi¢cdes potencialmente possibilitara a
identificacdo de pontos de controle metabdlico facilitando, a longo prazo, a selecao de
materiais tolerantes auxiliando também a programas de melhoramento genético dessa

espécie.



2. OBJETIVOS

2.1.1. Objetivo geral:

Pretendeu-se nesse trabalho avaliar os impactos fisiologicos e metabdlicos causados
pelo déficit hidrico e pela deficiéncia de oxigénio em clones de eucalipto sensivel e

tolerante a seca de ponteiros.

2.1.2. Objetivos especificos:

Analisou-se caracteristicas metabdlicas dos diferentes clones de eucalipto, no que se

refere:

Trocas gasosas;

Matéria seca e fresca;

Avrea foliar especifica;

Quantificacdo de fracbes nitrogenadas (aminoacidos e proteinas);

Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos;

AN N N NN

Determinacdo de prolina e glicina-betaina;



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Experimento | — Hipoxia

O experimento foi conduzido em camara de crescimento no Departamento de Solos
da Universidade Federal de Vigosa (20° 45°S, 42° 15 W), Vigcosa, Minas Gerais. As
mudas de hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla que usualmente
apresentavam sintomas do disturbio de seca de ponteiros (clone sensivel) e mudas que
ndo apresentam esses sintomas e que sdo consideradas resistentes a essa anomalia (clone
tolerante), ambos do mesmo material genético e classificado dessa forma com base em
fenotipagem de campo, foram gentilmente cedidas pela empresa Veracel. Esses clones
foram cultivados em condicdes de hidroponia sendo inicialmente utilizada a solucéo de
Clark com ¥4 de forca (CLARK, 1975). Apds seis dias a solugdo foi trocada para Y2
forca e essa concentracdo foi usada até o final do experimento sendo usualmente
renovada a cada seis dias. No décimo quinto dia apds o inicio de conducdo do
experimento aplicou-se o tratamento com hipoxia. Para isso, injetou-se nitrogénio na
solucdo a fim de manter a concentracdo de O, a 4mg L™ (condicdo de hipoxia) e o

controle foi mantido em condicdes normais de oxigénio (8 mg L™).O experimento foi



montado em esquema fatorial 2x2, dois clones (tolerante e sensivel a seca de ponteiros)
e duas concentracdes de oxigénio (normoxia 8 mg L™ e hipoxia 4mg L™) em blocos

inteiramente casualizados com seis repetices.

3.1.1. Coleta de material vegetal

A coleta de amostra do tecido foliar e do sistema radicular foram realizadas apés a
imposicdo do tratamento. O intervalo da coleta ocorreu da seguinte forma: apds 3 horas,
24 h, 120 h (5° dia) e 264 h (11° dia) de submissdo ao tratamento. No décimo primeiro
dia apos a hipoxia o experimento foi desmontado. Apés a coleta do material vegetal as

amostras foram maceradas e armazenadas a -80°C para posteriores analises.

3.1.2. Analise de trocas gasosas

Para avaliar os parametros de trocas gasosas, apds quinze dias do cultivo em
hidroponia foram feitas medic6es (dia 0, antes da submisséo do estresse) e no quinto dia
apos a imposicdo da hipoxia. As analises foram realizadas no terceiro par de folhas
completamente expandidas. Para isso, utilizou-se um sistema aberto com analisador de
gases infravermelho com fluordmetro acoplado (IRGA, Li-cor Inc. LI-6400XT,
Lincoln, EUA) determinando-se a taxa de assimilacdo liquida do carbono (A, umol CO;
m? s), condutancia estomatica (gs, mol H,O m?s™), a razdo entre a concentracéo
interna e externa de CO, (Ci/C,), transpiracdo (E, mmol m?s™), com concentracdo de

CO,, temperatura e vapor de &gua ambientes.

3.1.3. Extracdo e determinacdo de pigmentos fotossintéticos, aminoacidos e proteinas

Foram pesadas amostras de aproximadamente 25 mg do material macerado, e em
seguida foram submetidas a extracdo metandlica a quente. Nesse extrato foram
determinados os teores de clorofilas (a e b), em leitor de microplacas de ELISA, e
calculada segundo (PORRA et al., 1989) bem como os teores de clorofila totais e a
razdo clorofila a/b. Na fracdo soluvel em &gua, foram determinados os teores de
aminoacidos totais (SIENKIEWICZ-PORZUCEK et al., 2008) e na fragdo insoluvel, o
contetdo de proteinas soluveis (BRADFORD, 1976).



3.2. Experimento 11- Déficit hidrico

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Unidade de Crescimento de
Plantas (UCP) na Universidade Federal de Vigosa (20° 45°S, 42° 15° W), Vigosa, Minas
Gerais. As mudas de hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla que
usualmente apresentavam sintomas do distdrbio de seca de ponteiros (clone sensivel) e
mudas que ndo sofriam essa anomalia (clone tolerante) foram gentilmente cedidas pela
empresa Veracel. As mudas foram transferidas do tubete para vasos com capacidade de
5 litros. O substrato estava previamente adubado com N-P-K 4-14-8. As plantas foram
cultivadas por um periodo de cinco meses e nesse intervalo de tempo foram feitas mais
duas adubacdes: a primeira em plantas com quatro meses de cultivos e que continha
essencialmente macro e micronutrientes (WAUGHT & FITTS, 1966 modificado por
ALVAREZ, 1974) e a segunda com plantas de cinco meses com N-P-K 4-14-8. Ap0s
quatorze dias de aplicacdo do fertilizante, as plantas foram submetidas a restricao
hidrica.

O potencial hidrico foi acompanhado apos a aplicagdo do estresse na antemanhd
com o auxilio de bomba de pressdo (Bomba de Scholander). No terceiro dia as plantas
atingiram o potencial hidrico de aproximadamente -1,5 MPa. Foram utilizadas doze
plantas de cada clone, sendo seis ndo irrigados e seis irrigados, totalizando vinte e
quatro plantas. Seguiu-se um esquema fatorial 2x2 (dois clones e dois regimes hidricos)

delineamento em blocos casualizados com seis repeticoes.

3.2.1. Coleta de material vegetal

Apos atingir o potencial hidrico, foram coletadas folhas inteiras, completamente
expandidas, para analises bioguimicas. Em seguida, as amostras foram congeladas em

nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C para posteriores analises.



3.2.2. Determinagéo da area foliar especifica

Ao final do experimento foram coletados quinze discos foliares de cada planta, e
estas foram levadas a estufa de circulacdo forcada de ar a 70°C. A érea foliar foi

determinada pela razdo area foliar/massa seca.

3.2.3. Determinacao de massa fresca e seca

Ao término do experimento as plantas foram divididas em folha, caule e raiz e
determinou-se a massa fresca. Em seguida, as amostras foram levadas a estufa de
circulagéo forgada de ar a 70°C e ap0s atingir massa constante foi determinada a massa

seca.

3.2.4. Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Foram feitas analises dos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila
a antes da imposicdo do estresse, apds atingir o potencial hidrico desejado e nessas
mesmas plantas trinta dias ap0s a completa reidratacdo. Para isso, utilizou-se um
sistema aberto com analisador de gases infravermelho com fluorémetro acoplado
(IRGA, Li-cor Inc. LI-6400XT, Lincoln, EUA) a fim de determinar a taxa de
assimilacdo liquida do carbono (A, pmol CO, m? s™), condutancia estomatica (gs, mol
H,O m?s™), a razdo entre a concentrago interna e externa (Ci/C,) de CO,, transpiragéo
(E, mmol m?s™?), com concentragdo de CO,, temperatura e vapor de 4gua ambientes,
fluorescéncia minima (Fo), fluorescéncia maxima emitida (Fr,) dentre outros parametros

relacionados a fluorescéncia.

3.2.5. Andlise de pigmentos fotossintéticos, aminoacidos e proteina

Foram pesadas amostras de aproximadamente 25 mg do material macerado, e
em seguida foram submetidas a extracdo metandlica a quente. Nesse extrato foram
determinados os teores de clorofilas (a e b), em leitor de microplacas de ELISA, e

calculada segundo (PORRA et al., 1989) bem como os teores de clorofila totais e a



razdo clorofila a/b. Na fracdo sollvel em 4&gua, foi determinado os teores de
aminoécidos totais (SIENKIEWICZ-PORZUCEK et al., 2008) e na fragdo insoluvel, o
contetdo de proteinas soltveis (BRADFORD, 1976)

3.2.6. Quantificacdo de prolina e glicina-betaina

Foram pesados em média 30 mg de tecido vegetal para as analises. A quantificacdo
de prolina foi feita segundo Bates et. al 1973 e de glicina-betaina conforme descrito por
Greive e Grattan 1983.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento I- Hipoxia

4.1.1. Trocas gasosas

Sabendo-se que a reducdo nas concentracdes de oxigénio promove alteracGes nas
plantas no que diz respeito a sua fisiologia, os parametros de trocas gasosas foram
medidos em dois pontos do experimento a fim de observar o comportamento de tais
fendmenos. No dia zero (antes da aplicacdo do estresse), foi possivel observar que os
clones apresentam diferencas na taxa fotossintética (Figura 1A), destacando-se que o
clone tolerante antes da imposicdo do estresse apresentou uma diminuicdo desse
parametro. No quinto dia de hipoxia ndo foram observadas diferencas significativas em
relacdo a esse parametro indicando uma possivel recuperacdo do clone tolerante. Ao
analisarem-se 0s clones ao longo do tempo, pode-se ressaltar que hd um aumento da
fotossintese do clone tolerante na condicdo de hipoxia (Figura 1A).

No que se refere a quantidade de CO, que € difundido do ambiente para as células
do mesofilo, condutancia estomatica (gs), podemos observar que ndo ha diferenca antes
e apds a imposicao do estresse bem como ao longo do tempo, sugerindo que a mesma

quantidade de CO, esta entrando na célula de ambos os clones (Figura 1B) e que as
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diferencas observadas na fotossintese possam estar mais fortemente associadas a
limitacGes bioquimicas do que a limita¢Ges estomaticas.

A razdo entre a concentragdo interna de CO; (Ci) e concentracdo externa (Ca) € um
pardmetro que pode indicar possiveis limitacdes difusivas e bioquimicas na assimilagdo
de CO, (FARQUHAR e SHARKEY, 1982). Desse modo, nota-se que tanto no dia zero
quanto no dia cinco ndo ocorreram mudangas significativas, ao passo que ao longo do
tempo de estresse o clone tolerante na condi¢do de normoxia apresentou um minoritario
decréscimo (Figura 1C).

A transpiracdo dos clones no dia zero ndo apresentou diferencas significativas. No
entanto, no quinto dia foram obtidos maiores valores para o clone sensivel em ambas as
condicGes e menores para o0 clone tolerante, valor este ainda menor em condigdes de
normoxia (FiguralD). Coletivamente, esses resultados suportam a nocdo de que
menores taxas fotossintéticas foram observadas nessa situacdo resultando, assim, em
uma menor perda de agua.

A razéo F,/Fnindica o rendimento quéantico fotoquimico maximo do fotossistema Il
(PSII) possuindo valor ideal em torno de 0,83 (BJORKMAN & DEMMIG, 1987).
Embora sejam encontradas diferencas em ambos os dias de analise e ao longo do tempo,
estas ndo indicam danos ao PSII, uma vez que os valores atingidos estdo dentro da faixa
ideal. No entanto, podem-se destacar maiores valores para os clones sensiveis (Figura
1E).

Ademais, a taxa de transporte de elétrons (ETR) do clone tolerante sob condicdes
de hipoxia e normoxia foi sempre menor nos dois dias de analise ao se comparar ao
observado no clone sensivel. Registre-se também, ao longo do tempo, um aumento na
taxa de transporte de elétrons nos clones tolerante e sensivel, sendo no ultimo foi

observado um valor ainda maior (Figura 1F).
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Figura 1- Pardmetros de trocas gasosas antes da imposicdo da hipoxia e com cinco dias de estresse:
fotossintese (A), condutancia estomética (B), Ci/Ca (C), transpiracdo (D),Fv/Fm (E) e ETR (F). Letras
mindsculas denotam diferengas estatisticas quando se comparam os tratamentos no mesmo dia de
avaliacdo e mailsculas quando se comparam 0s mesmos tratamentos ao longo do tempo de anélises pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05). Valores representam média + DP (desvio padrdo). n= seis

repeticoes.
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4.1.2. Determinacgdo de pigmentos fotossintéticos

Com o intuito de se entender as variagdes nos parametros de trocas gasosas O
contetido dos pigmentos fotossintetizantes foi determinado. E possivel notar que o clone
sensivel apresenta um maior teor de clorofila a nas duas condi¢cbes com trés horas de
hipoxia. Esse padrdo foi seguido até 120 horas de estresse. Cumpre mencionar que apos
264 horas de hipoxia ndo houve diferencas nos tratamentos. Avaliando o
comportamento de cada tratamento ao longo do tempo, de modo interessante, o clone
tolerante em condi¢do normal e sob deficiéncia de O, aumentou seu teor de clorofila a
sendo possivel detectd-lo na analise feita no periodo de 264 horas de estresse (Figura
2A). O mesmo padrdo foi seguido pelo teor de clorofila b, ressaltando que somente o
clone tolerante sob deficiéncia de O, apresentou aumentos ao longo do tempo (Figura
2B).

Como esperado, em fungéo dos teores de clorofila a e b, o teor de clorofilas totais
também seguiu 0 mesmo comportamento, e assim, nas primeiras horas de hipoxia 0s
clones sensiveis nos dois tratamentos obtiveram maiores valores enquanto que o
contrario foi observado no clone tolerante. Embora tenha sido menor, estes conseguiram
aumentar os teores ao longo do tempo (Figura 2C). A razéo entre clorofila a e b ndo
apresentou diferencas estatisticas significativas nos tempos de analise, embora aumentos
desta razdo ao longo do tempo no clone tolerante em condi¢cdes normais tenham sido
notados (Figura 2D).
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Figura 2- Determinacdo de pigmentos fotossintéticos: clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e
razdo clorofila a/b (D). Letras mindsculas denotam diferencas estatisticas quando se comparam 0s
tratamentos no mesmo dia de avaliagdo e mailsculas quando se comparam 0s mesmos tratamentos ao
longo do tempo de andlises pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05). Valores representam

média £ DP (desvio padrdo). n= seis repeti¢des.

4.1.3. Determinacdo de proteinas totais

Em relacdo ao conteldo de proteinas totais nas folhas observa-se que ndo ha
diferencas entre os tratamentos nas diversas horas de estresse avaliadas. No entanto,
nota-se que o clone tolerante em hipoxia ao longo do tempo das analises apresenta
menor teor de proteina com 120 horas de estresse, conseguindo-se, no entanto,
recuperar-se como € visto na andlise feita em 264 horas de estresse (Figura 3A).

De modo interessante, na raiz ocorreram diferencas com 120 horas de estresse
destacando-se altos valores para o clone tolerante em condicdes normais e submetidas a
hipoxia e decréscimos para o clone sensivel em hipoxia. Avaliando os trés dias de

coleta, observa-se menor valor no conteldo de proteina com 120 horas de estresse e
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assim como nas folhas, o teor é recuperado com 264 horas de hipoxia (Figura 3B).
Coletivamente, esses resultados indicam uma manutencdo do aparato protéico durante
condicbes de estresse por hipoxia e que possivelmente ajustes especificos na
concentracdo de proteinas particulares estejam a ocorrer garantindo a viabilidade das

plantas nessas condigdes.
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Figura 3- Determinacdo de proteinas solUveis totais em folha (A) e em raiz (B). Letras mindsculas
denotam diferencas estatisticas quando se comparam os tratamentos no mesmo dia de avaliacdo e
mailsculas quando se comparam 0s mesmos tratamentos ao longo do tempo de anélises pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05). Valores representam média + DP (desvio padrdo). n= seis
repeticdes.

4.1.4 Determinacdo de aminoacidos totais

A concentracdo de aminoacidos totais presentes nas folhas diferiram ap6s 120 horas
de hipoxia e de forma interessante, os clones sob hipoxia apresentaram menores
concentracdes do que 0s seus respectivos controles. Nota-se também que ao longo do
tempo ha um acumulo de aminoécido nas folhas tanto para o clone tolerante quanto para
o clone sensivel (Figura 4A).

Nas raizes é possivel observar que com 120 horas e 264 horas de hipoxia hd um
acumulo significativo de aminoacido no clone tolerante em condicdo de estresse o que

ndo é notado nos demais tratamentos (Figura 4B).
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Figura 4- Determinacdo de aminoacidos totais em folha (A) e em raiz (B). Letras mindsculas denotam
diferencas estatisticas quando se comparam os tratamentos no mesmo dia de avaliagdo e maiusculas

guando se comparam 0s mesmos tratamentos ao longo do tempo de andlises pelo teste de Tukey a 5% de
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4.2. Experimento de Déficit hidrico

4.2.1. Determinacdo do potencial hidrico

A suspensdo da irrigacdo foi feita apds a primeira analise de trocas gasosas. Em
seguida, foi acompanhado o potencial hidrico até as plantas alcangcarem um potencial
hidrico de aproximadamente -1,5 MP, o qual foi atingido no terceiro dia de limitacdo
hidrica (Figura 5A). Essa resposta relativamente rapida pode ser explicada, ao menos
em parte, pelo volume do vaso em que as plantas foram cultivadas. Assim, em funcéo
da reducdo no potencial hidrico (Figura 5A) sintomas de déficit hidrico foram
observados em ambos os clones (Figura 6A, 6B e 6C). Depois de feitas as coletas, as

plantas foram reidratadas a fim de se verificar a recuperacdo do fenétipo (Figura 6D) e

também os parametros de trocas gasosas, descritos abaixo.
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4.2.2. Determinagdo de massa fresca e massa seca

Ao final do experimento as plantas foram separadas em folha, caule e raiz e suas
massas mensuradas. Cumpre mencionar que em condicdes irrigadas ambos os clones
tolerante e sensivel apresentaram maiores valores de massa foliar; ademais, o clone
tolerante em condicGes ndo irrigadas sofreu decréscimo na massa foliar, o que pode ser
justificado, a0 menos em parte, pela utilizacdo dessa massa para garantir a maior
tolerancia observada nesse clone. Em relacdo a massa do caule, maiores massas foram
observadas no clone sensivel tanto em condicOes irrigado e ndo irrigado e o oposto foi
observado para o clone tolerante em ambas as condigdes. De forma interessante, ndo se
verificaram diferengas significativas na massa do sistema radicular (Figura 7A).

A massa seca das folhas foi maior nos clones tolerante e sensivel sob condi¢des
irrigadas. Em adigdo, houve diminuigdo na massa seca de folhas no clone sensivel ndo
irrigado, reducéo essa ainda maior no clone tolerante submetido & mesma condicgdo. A
massa do caule foi maior no clone sensivel em ambos os tratamentos sendo ainda menor
no clone tolerante ndo irrigado. A massa do sistema radicular foi menor no clone
tolerante ndo irrigado que pode ser parcialmente explicado pela destruicdo de raizes
grossas e investimento em raizes finas, que sdo mais complicadas de serem isoladas, e

que contribuem mais efetivamente para a absorcao de agua (Figura 7B).
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Figura 7- Determinacdo de matéria fresca (A) e matéria seca (B). Teste de Tukey a 5% de probabilidade

(P<0,05). Valores representam média + DP (desvio padrdo). n= seis repeticdes.
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4.2.3. Determinacgéo da &rea foliar especifica

Conforme j& descrito, ao final do experimento foi determinada a area foliar
especifica (AFE), que trata-se de uma medida interessante para compreender 0sS
processos fisioldgicos envolvidos no desenvolvimento das plantas ao permitir a
observacdo da possivel alocacdo diferencial da biomassa foliar por uma determinada
unidade de area (POORTER & GARNIER, 1999, citado por SCALON& FRANCO,
2007). Dessa forma, pode-se notar que o clone tolerante ndo irrigado apresentou uma
maior AFE em relacdo aos outros tratamentos (Figura 8) apds 30 dias de reidratacédo.
Nota-se também que a limitacdo hidrica pouco ou nada influenciou a AFE no clone

sensivel.
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Figura 8- Determinacédo da &rea foliar especifica (A). Teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05).

Valores representam média + DP (desvio padrdo). n= seis repeti¢des.

4.2.4. Determinacdo de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

A deficiéncia de agua no solo compromete diversas fungdes nas plantas refletindo-
se diretamente nos parametros de trocas gasosas. A fim de melhor compreender esse

efeito, a analise de assimilacdo de CO, foi feita antes do estresse, no ponto de -1,5 MPa
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e apos trinta dias de reidratacdo. Pode-se observar que na auséncia de limitacdo hidrica
(primeira medicdo) ndo foram observadas mudancas significativas nos tratamentos
previamente definidos, indicando que os clones apresentam a mesma taxa fotossintética.
Apds atingirem o potencial hidrico desejado notou-se uma queda brusca da fotossintese
em ambos os clones ndo irrigados. Depois da reidratacdo, os clones tolerante e sensivel
ndo irrigados recuperaram a taxa fotossintética observada antes da imposicdo do
estresse e de forma interessante, sobressairam em relacdo aos seus controles
apresentando maiores A apoés o trigésimo dia e ao longo do tempo (Figura 9A).

No que se refere a condutancia estomatica (gs) observa-se uma menor gsno clone
sensivel antes da imposi¢do do tratamento. Com a imposicdo do estresse, ocorreu um
decréscimo em gs nos clones em condi¢bes nédo irrigadas, o que justificaria, a0 menos
parcialmente, as menores taxas fotossintéticas observadas. Como observado para as
taxas fotossintéticas, os clones utilizados apresentaram aumentos em gs, sobressaindo
em comparagao a seus respectivos controles e ao longo das analises (Figura 9B).

Como ja anteriormente dito, a razdo entre a concentracao interna de CO; (Ci) e
concentracdo externa (Ca) € um parametro que pode indicar possiveis limitacOes
difusivas e bioquimicas na assimilacdo de CO, Evidencia-se aqui que antes da
imposicao do estresse, menor relagdo Ci/Ca foi observada no clone sensivel. Com
efeito, ao atingiram o potencial hidrico desejado (¥w = -1,5 Mpa), ambos os clones, em
condicdes ndo irrigadas, apresentaram uma maior razdo Ci/Ca, 0 que sugere que nessa
condicao a ocorréncia delimitac6es bioquimicas a assimilacdo de CO,. Ap0s trinta dias
de reidratacdo estas plantas equilibraram com os valores dos controles, mostrando uma
total recuperacdo dessas plantas apds o estresse. Cumpre mencionar que o clone
sensivel em ambas as condi¢cdes apresentou aumentos significativos na razdo Ci/Ca
(Figura 9C).

N&o se observaram diferencas significativas em rela¢do a transpiracdo entre os
clones antes do estresse embora uma tendéncia de menores valores no clone sensivel
sejam aparentes. Houve uma diminuicdo na transpiracdo em ambos os clones em
condicdes de limitacdo hidrica, o que corrobora com as outras analises. N&do obstante, 0s
clones recuperaram sua taxa transpiratoria apos trinta dias de reidratacdo. Ao final das
analises nota-se que os clones apresentam maiores valores quando comparados ao inicio

das medicoes (Figura 9D).
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A razdo F.J/Fn, que indica o rendimento quéantico fotoquimico méximo do
fotossistema 11 (PSIl) (BJORKMAN & DEMMIG, 1987), encontrava-se, antes da
imposicdo do estresse,em torno de valores considerados adequados a plantas na
auséncia de estresse (~0.83) e sem diferencas significativas entre clones. Apds trés dias
de estresse, as plantas que sofreram limitacdo hidrica apresentaram queda na razédo
Fv/Fm sendo observados ainda valores menores no clone sensivel, demonstrando uma
maior sensibilidade do aparato fotoquimico nesse clone. Com efeito, apds trinta dias de
reidratacdo observou-se a completa recuperacdo desse parametro (Figura 9E) indicando
que ndo ha danos ao PSII e que a possivel fotoinibicdo a fotossintese seja dinamica,
possibilitando, portanto, a recuperacdo das taxas fotossintéticas, como observado. A
taxa de transporte de elétrons (ETR) € similar entre clones antes da imposicdo do
estresse. Contudo, ao atingir o potencial hidrico de -1,5MPa observaram-se decréscimos
nos clones ndo irrigados. Trinta dias apds a reidratacdo observou-se uma uniformidade
nesse parametro, porém com valores relativamente menores em relagdo a medicdo
realizada antes da imposicdo do estresse. Cabe ressaltar que ambos os clones (sensiveis
e tolerantes) em condicBes ndo irrigadas, que anteriormente apresentaram menores
valores, conseguiram alcancar 0 mesmo padrdo que seus controles, indicando a

completa recuperagédo apos o estresse da taxa de transporte de elétrons (Figura 9F).
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Figura 9- Pardmetros de trocas gasosas antes da imposicdo do estresse, trés dias de estresse e apoés trinta

dias de reidratacdo: fotossintese (A), condutancia estomética (B), Ci/Ca (C), transpiracdo (D), razdo

Fv/Fm (E) e ETR (F). Letras minUsculas denotam diferencgas estatisticas quando se comparam o0s

tratamentos no mesmo dia de avaliacdo e mailsculas quando se comparam 0s mesmos tratamentos ao

longo do tempo de andlises pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05). Valores representam

média + DP (desvio padrdo). n= seis repeti¢des.

A respiracdo no escuro em ambos 0s clones, sob condi¢Ges normais, ndo apresentou

diferenca. Nao obstante, no terceiro dia de estresse foram observados valores menores

no clone sensivel em condi¢bes ndo irrigadas. Diferencas nesse parametro foram

também observadas trinta dias ap0s a reidratacdo observando-se maiores taxas
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respiratérias em condigdes ndo irrigadas, aumento esse ainda maior no clone sensivel

ndo irrigado (Figura 9G).

EE Tolerante irrigado
2,0 1 [ Tolerante néo irrigado
- I Sensivel irrigado
‘_.'m 2 Sensivel ndo irrigado
A 1,5 -
1S
N
O
O
S 1,0 1
1S
2
ke
o
0,5 -
0,0 -

Antes do estresse 3 dias de estresse Apds 30 dias de reidratagdo

Figura 9- Parametros de trocas gasosas antes da imposicao do estresse, trés dias de estresse e apés trinta
dias de reidratacdo: Respiracdo (G). Letras minlsculas denotam diferencas estatisticas quando se
comparam o0s tratamentos no mesmo dia de avaliacdo e maiulsculas quando se comparam 0S mesmos
tratamentos ao longo do tempo de andlises pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05). Valores
representam média + DP (desvio padréo). n= seis repeticoes.

4.2.5. Determinacdo de pigmentos fotossintéticos

O teor de clorofila a ndo diferiu quando as plantas atingiram o potencial hidrico de
-1,5 MPa bem como ap0s reidratacdo (Figura 10A). Em relacdo ao teor de clorofila b,
pode-se notar um aumento nos clones sob limitacdo hidrica comparativamente aos
controles e que apos trinta dias de reidratacdo obteve-se uma mesma tendéncia, embora
ndo significativa. Como mencionado, com a re-irrigacdo ndo houve diferencas entre os
tratamentos (Figura 10B). De modo interessante, os teores de clorofilas totais foram
maiores nos clones sob condi¢des ndo irrigadas. Ndo foram observadas diferenca ap6s
reidratacdo (Figura 10C). Com efeito, a razdo clorofila a/b ndo se alterou apds trés dias
de estresse bem como ap0s a reidratacdo, indicando a manutencao de um equilibrio nos

teores de clorofila a e b, mesmo durante a imposigéo do estresse (Figura 10D).
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Figura 10- Determinacdo de pigmentos fotossintéticos: clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C)
e razdo clorofila a/b (D). Letras minusculas denotam diferencas estatisticas quando se comparam 0s
tratamentos no mesmo dia de avaliagdo e mailsculas quando se comparam 0S mesmos tratamentos ao
longo do tempo de andlises pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05). Valores representam
média £ DP (desvio padrdo). n= seis repeti¢des.

4.2.6. Determinacéo de prolina e glicina-betaina

A prolina, um aminoacido osmoprotetor cuja concentragdo € muito sensivel a
condicdes de estresse, normalmente se acumula em plantas sob condigcdes de estresse,
acumulo esse que pode auxiliar na selecdo de plantas mais tolerantes (VERBRUGGEN
& HERMANS, 2008). Cumpre mencionar gue este aminoacido tem sido muito estudado
no que se refere ao metabolismo de plantas sob condigdes de estresse (VERBRUGGEN
& HERMANS, 2008). Nesse contexto, a capacidade das plantas em acumular prolina
durante a deficiéncia hidrica tem sido fortemente associada a tolerancia em condicGes
desfavoraveis (SAWAZAKI, 1981). De acordo com Hanson, 1980 citado por Nogueira
et al. 2001, as plantas, antes de sofrerem com a imposi¢do de um determinado estresse,

possuem niveis de prolina variando de 1 a 5 pmol. g* de matéria seca, como por
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exemplo, arroz, milho, sorgo, cevada e trigo.Assim, observa-se que ndo ha diferencas no
acumulo de prolina no terceiro dia de estresse, embora uma tendéncia de aumento no
clone tolerante ndo irrigado seja observada, o que sugere um possivel ajustamento
osmético. Ademais, trinta dias ap0s a irrigacdo reducgdes nos teores de prolina foram
observadas, indicando a recuperacdo dessas plantas e logicamente, a auséncia de
estresse. De maneira interessante, é possivel notar uma queda brusca do clone tolerante
ndo irrigado nos dois tempos de analise. Tomadas em conjunto, essas informacdes
sugerem que esse aminoacido seja de fundamental importancia para indicar o nivel de
estresse da planta, atuando como importante mediador do ajustamento osmético em
condigdes de estresse em materiais tolerantes (Figura 11A).

A glicina-betaina (GB) € um composto quaternario de aménio que atua regulando e
protegendo a membrana do tilacdide a fim de evitar danos ao aparato fotossintético
(ROBINSON E JONES, 1986 citado por ASHRAF E FOOLAD, 2007). E possivel notar
que ndo houveram diferencas significativas no acimulo de GB mesmo em plantas com
limitacdo hidrica(potencial hidrico de -1,5 MPa) e também apés trinta dias de
reidratacdo. Embora tenha atingido um potencial hidrico bastante significativo, uma
justificativa para tal fato seria que o periodo foi curto para que ocorresse acimulo desse

aminodcido (Figura 11B).
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Figura 11- Determinacdo de prolina (A) e glicina-betaina (B) nos clones de eucalipto. Letras mindsculas
comparam os tratamentos no mesmo tempo. Letras minusculas denotam diferencas estatisticas quando se
comparam os tratamentos no mesmo dia de avaliagdo e mailsculas quando se comparam 0S mesmos
tratamentos ao longo do tempo de analises pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05). Valores

representam média + DP (desvio padrdo). n= seis repeticoes.
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4.2.7. Determinagao de proteinas totais

N&o foram observadas alteracdes significativas no contetudo de proteina no terceiro dia
de estresse, embora haja uma tendéncia de aumento nos clones néo irrigados. Do
mesmo modo, apés trinta dias de reidratacdo ndo foi observado incrementos nesse

parametro (Figura 12).
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Figura 12- Determinacdo de proteinas solUveis totais em folha. Letras mindsculas denotam diferencas
estatisticas quando se comparam os tratamentos no mesmo dia de avaliagdo e maiusculas quando se
comparam 0S mesmos tratamentos ao longo do tempo de analises pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade (P<0,05). Valores representam média + DP (desvio padréo). n= seis repeticdes.

4.2.8. Determinacdo de aminoacidos totais

O conteudo de aminoé&cidos totais ndo foi alterado quando as plantas atingiram o
potencial hidrico -1,5MPa, embora seja notada uma tendéncia de maiores valores nas
plantas ndo irrigadas. Do mesmo modo, ndo foi notada modificacdes apoés trinta dias de
reidratacdo. Contudo, ao longo do tempo observa-se quedas nos teores de aminoacidos

no clone sensivel sob condi¢bes ndo irrigadas (Figura 13).
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Figura 13- Determinacdo de aminoacidos totais em folha. Letras mindsculas denotam diferencas
estatisticas quando se comparam os tratamentos no mesmo dia de avaliagdo e mailsculas quando se
comparam 0s mesmos tratamentos ao longo do tempo de andlises pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (P<0,05). Valores representam média + DP (desvio padrdo). n= seis repeticdes.
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DISCUSSAO

5.1 . Experimento de Hipoxia

O acumulo de agua no solo, reduzindo a disponibilidade efetiva de oxigénio, leva a
um declinio rapido em Ay tanto em espécies de angiospermas como em gimnospermas
(KOZLOWSKI, 1997). N&o obstante, essa reducéo néo foi, a principio, observada nesse
trabalho o que poderia, a0 menos em parte, ser justificado pelo curto periodo de hipoxia.
Aquele mesmo autor salienta que a queda em Ay no inicio do estresse estaria fortemente
associada ao fechamento estomatico, mas com o decorrer do alagamento, essa queda
poderia estar mais diretamente associada a inibicdo no processo fotossintético. Para
tanto, alteracbes a nivel enzimatico de carboxilacdo e também a perdas de clorofila
parecem ser preponderantes. No entanto, na planicie inundada da Amazonia, espécies
arbdreas tolerantes a esse fenbmeno conseguem recuperar Ay podendo até mesmo
aumenta-la apds longos periodos de hipoxia. Com isso, pode-se observar que, associado
a essa resposta fotossintética, alteracdes anatdémicas, incluindo a formacdo de raizes

adventicias e o aparecimento de lenticelas (HERRERA, 2013 citado por
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(KREUZWIESER E RENNENBERG, 2014). Em carnauba (Copernicia prunifera
(Mill.) H. E. Moore) foi observado que o alagamento do solo diminuiu Ay e também a
condutancia estomatica (ARRUDA E CALBO, 2003). Em cacao (Theobroma cacao L.),
o alagamento do solo provocou diminuicdo da abertura estomética e também da taxa
fotossintética em condi¢des de luz saturante (REHEM, 2006).

Em relacdo ao teor de pigmentos foi estudado o efeito da inundagéo parcial e total
em Setaria anceps e Paspalum repense notou-se que as plantas totalmente submersas
apresentaram um reduzido valor no teor de clorofila total j& no inicio da inundagéo,
sendo esta mais pronunciada na primeira espécie (ISHIDA et al. 2002). Ao avaliar o
efeito da hipoxia em espécies de carvalho (Quercus spp.), Wagner & Dreyer, 1997
observaram uma significativa reducdo no teor de clorofilas, bem como queda na
fotossintese e condutancia estomatica. A mesma queda no teor de clorofila nessas
condigdes foi obtida em experimentos com pupunheira (Bactris gasipaes Kunth)
(CARVALHO & ISHIDA, 2002).

Em raizes de soja foi observado que nos primeiros trés dias de deficiéncia de
oxigénio houve um aumento da sintese de proteinas totais, acompanhada de uma queda
aos seis dias e obtendo teores maiores que o controle nos outros dias de conducdo do
experimento (BADINELLI, 2008). Em milho submetido ao alagamento é notada uma
maior concentracdo de proteinas soluveis totais tanto em folhas como em raizes
(SILVA, 2012).

Como ja& mencionado, ndo houve alteracdo significativa no teor de proteinas no
presente trabalho, o que pode ser devido ao periodo curto de estresse. Com efeito, o
pequeno impacto da reducdo na concentracdo de oxigénio observado nesse trabalho em
parametros de trocas gasosas e fotoquimicos, associados a manutencdo dos niveis de
pigmentos e de proteinas totais, com alteracGes nos niveis de aminoacidos totais, tanto
em folhas quanto em raizes, indicam que possivelmente uma reprogramacdo metabolica,
na tentativa de manutencdo da disponibilidade energética, ocorra em resposta a essa
limitacdo na disponibilidade de oxigénio em Eucalipto, independente do clone avaliado.

Ademais, como a tolerancia observada em condi¢des de campo ndo foi
efetivamente observada nesse trabalho, sugere também que a ocorréncia da seca de
ponteiros seja um evento climatico complexo, que envolva ciclos de umedecimento

(hipoxia) e secagem (limitagdo hidrica), o que dificulta grandemente a sua simulagdo
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em condigdes experimentais. N&o obstante, estudos futuros devem se concentrar na
identificacdo de aspectos metabolicos que acontecem em Eucalipto em resposta a essa

manipulacdo na concentracdo de oxigénio.

5.2. Experimento de Déficit hidrico

A deficiéncia hidrica promove alteracdes significativas em parametros de
crescimento (acumulo de matéria seca e fresca) em ambos os clones. Do mesmo modo,
o déficit hidrico rigoroso em Melaleuca alternifolia Cheel ocasionou a reducédo do
crescimento, producdo de matéria fresca e seca e o conteudo de éleo essencial (SILVA
et. al., 2002). Em relacdo a area foliar especifica, notou-se que o clone tolerante ndo
irrigado apresentou uma maior AFE em relacdo aos outros tratamentos (Figura 8) apos
30 dias de reidratacdo. Embora seja notado esse incremento, em trabalho feito com nim-
indiano (Azadirachta indica A. Juss.) sob diferentes regimes hidricos o mesmo
resultado ndo foi encontrado em relacdo a razdo de area foliar e area foliar especifica
mesmo havendo diferenca na area foliar (MARTINS et al. 2010). Em estudos com
mudas de jatoba (Hymenaea courbaril L.) em diferentes niveis de agua no solo, também
foi encontrado resultado semelhante a este ultimo trabalho (NASCIMENTO et al.
2011). Assim, a resposta diferencial observada em clones de Eucalipto assumidamente
tolerante ao deficit hidrico indica mecanismos especificos nessa espécie.

As plantas ao atingirem o potencial hidrico desejado tiveram uma queda brusca da
fotossintese em ambos os clones ndo irrigados e também uma queda no clone sensivel
irrigado. Clones de eucalipto quando submetidos a deficiéncia hidrica tambem
apresentaram um declinio da fotossintese quando comparadas as plantas irrigadas bem
como condutancia estomatica e transpiracdo (TATAGIBA, 2008). Depois de
reidratados, 0s clones tolerantes e sensiveis ndo irrigados retomaram a sua taxa
fotossintética (Figura 9A). Tatagiba 2008 ao avaliar as relacdes hidricas na selecédo
precoce de clones de eucalipto, observou que apds reidratacdo os clones recuperaram
sua taxa fotossintética, fazendo com que ndo existissem mais diferencas entre as plantas

anteriormente submetidas ao déficit hidrico e aquelas que foram mantidas irrigadas.

31



Chaves et al. 2004 avaliando em seu trabalho a “Selecdo precoce de clones de
eucalipto para ambientes com disponibilidade diferenciada no solo” ndo notou diferenca
na condutancia estomatica nos tratamentos com deficiéncia hidrica e naqueles com
manutencgdo da irrigacdo. No presente trabalho, uma justificativa para esse declinio em
gs seria 0 nivel de estresse em que essas plantas se encontravam, e com isso uma
tentativa de ndo perder dgua seria manter os estdmatos fechados, ocasionando uma
limitacdo estomatica a fotossintese. Com efeito, limitagcbes bioquimicas também
parecem ter ocorrido em fungédo das alteracfes observadas na razdo Ci/Ca, com pouco
ou nenhum impacto sobre as fun¢des fotoquimicas em clones de Eucalipto.

O teor de clorofila total foi maior no clone sensivel ndo irrigado e no clone
tolerante na mesma condicdo (Figura 10C). Em experimento com mudas de Eucalipto
“urograndis” sensivel e E. camaldulensis x E. grandis, tolerante ao déficit hidrico, foi
observado que a interacdo entre genotipo X regime hidrico x tempo no décimo quinto
dia o regime hidrico afetou o clone sensivel ndo irrigado havendo um decréscimo da
clorofila total nesse ponto ao passo que o clone tolerante apresentou valores elevados no
sexto dia de deficiéncia hidrica (SILVA, 2014). Silva 2004 trabalhando com Eucalyptus
grandis verificou que as mudas com maior grau de estresse por deficiéncia de agua e
maiores doses de potassio apresentaram maior teor de clorofila. Resultados semelhantes
foram obtidos nesse trabalho para os clones tolerante e sensivel sob condi¢bes nédo
irrigadas.

O acumulo de prolina é importante para determinar o grau de estresse em que as
plantas se encontram. Ferreira 2002 ao trabalhar com gendtipos de milho avaliando o
metabolismo do nitrogénio associado ao déficit hidrico notou que a quantidade de
prolina aumentou devido a deficiéncia hidrica, e ao recuperar-se do estresse atingiu
niveis normais. Plantas de Hedyosmum brasiliense submetidas a restricdo hidrica
obtiveram incrementos na concentracdo de prolina nas folhas (MACHADO, 2004).
Nesse contexto, o estudo dos niveis de prolina, justificando um possivel ajuste
osmotico, durante limitagdes hidricas parece de fundamental importancia. Da mesma
forma que a prolina, outro composto que é acumulado em condi¢do de estresse é a
glicina-betaina. Em trabalho com parica (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke),
foi possivel observar que o déficit hidrico levou a incrementos no teor de glicina-betaina

(PALHETA et al. 2010). Em mogno-africano (Khaya ivorensis), a deficiéncia hidrica
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ndo alterou significativamente o contetdo de GB. Contudo, houve um aumento no
contetdo de prolina na avaliacdo feita no dia 14 (ALBUQUERQUE, 2013). Tomados
em conjunto, esses dados sugerem que analises mais detalhadas do contetdo de diversos
aminoacidos podem auxiliar na identificagdo de compostos que venham a auxiliar no
ajustamento osmaético em resposta a flutuacdes na disponibilidade hidrica.

Em relacdo ao teor de aminoacidos e proteinas, a graviola (Annona muricata L.),
quando submetida a deficiéncia hidrica aumenta os teores de aminoacidos e ha reducédo

nas concentracbes de proteinas em relagdo ao controle (OLIVEIRA, 2013).
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6. CONCLUSOES

Em sintese, os resultados obtidos indicam que os clones apresentam comportamento
diferencial quando submetidos a hipoxia e ao déficit hidrico. Registre-se aqui que as
pequenas diferengas observadas nos parametros de trocas gasosas em condicdes de
hipoxia podem ser justificadas, ao menos parcialmente, pelo curto periodo de estresse.
Saliente-se também que, ao menos de forma preliminar, os resultados obtidos indicam
que o clone sensivel sobressaiu nessas condic@es e que o clone tolerante, sob deficiéncia
de oxigénio, obteve incrementos, talvez em uma tentativa de manter o metabolismo, e
que assim, estudos metabolicos mais detalhados possam auxiliar na identificacdo dos
mecanismos responsaveis pela tolerancia diferencial comumente observada em
condicdes de campo.

Sob déficit hidrico, nota-se que ambos 0s clones sdo capazes de recuperar suas taxas
fotossintéticas e ainda retomar seu crescimento com a observada recuperacdo de seu
fendtipo. Com efeito, destaca-se também a superioridade do clone sensivel nessa
recuperacdo apresentando maiores taxas fotossintéticas, o que pode, a longo prazo e
com ciclos de umedecimento e secagem, comprometer a viabilidade desse material e
justificando, ao menos parcialmente, a menor tolerancia observada. Os teores de prolina

e glicina-betaina obtidos remetem uma idéia do estresse sofrido pelas plantas, embora o
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conteldo per se ndo deva ser tomado como um indicativo isolado do estresse.
Ademais, um possivel ajustamento osmético, no clone tolerante parece auxiliar, ao
menos em parte, na manutencao de um status hidrico mais favoravel, o que sustentaria a
producdo energética e a manutencdo do crescimento em condicGes de campo, como
comumente observado para esse material. Cumpre mencionar que a fim de se avaliar o
comportamento desses clones frente a essas diversidades, estudos metabolicos e
moleculares mais detalhados deverdo ser realizados com o intuito de se compreender
melhor os mecanismos envolvidos na tolerancia diferencial desses clones a Seca dos
Ponteiros, tendo em vista a importancia econdmica dessa anomalia. Esses estudos
deverdo facilitar grandemente a identificacdo precoce de materiais mais tolerantes e

potencialmente Uteis em programas de melhoramento florestal.
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