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CRESCIMENTO, METABOLISMO FOTOSSINTETICO E ENZIMATICO EM
MUDAS DE Copaifera langsdorffii Desf. SOB CONDICOES DE ESTRESSE
HIDRICO E LUMINOSO

RESUMO - A Copaifera langsdorffii Desf., popularmente conhecida como copaiba, é
uma arvore com ampla distribui¢do no territorio brasileiro, surgindo desde a Amaz6nia
até as regides Centro-Oeste e Sudeste, 0 que a torna ocorrente nos mais diversos
ambientes como florestas, terras alagadas, margens inundaveis dos rios até as matas de
cerrado da regido central do Brasil, sugerindo que a espécie tem uma ampla adaptacdo e
capacidade de sobrevivéncia em condicGes de estresse. Diante disso, objetivou-se neste
trabalho avaliar as trocas gasosas, a eficiéncia do aparato fotossintético e atividade
antioxidante de mudas de C. langsdorffii submetidas a diferentes condicGes de estresse
hidrico e disponibilidade luminosa. Para isso, foram realizados dois experimentos. No
primeiro, foram avaliadas as trocas gasosas, a eficiéncia do aparato fotossintético e
atividade de enzimas antioxidantes de mudas submetidas a déficit hidrico intermitente
com aplicagdo de 0, 10 e 100 uM de ABA, além do potencial de recuperacdo do status
fisiologico ap6s a suspensdo da condicdo estressante. Ao final do periodo experimental,
observou-se queda do desempenho em todos os aspectos fisioldgicos de mudas durante
os periodos de suspensao da irrigacdo, com piores valores encontrados nas mudas nao
irrigadas e que ndo receberam aplicacdo de ABA. A aplicacdo de ABA mostrou-se
eficiente para a obtencdo de melhores valores de trocas gasosas, da eficiéncia do
fotossistema Il e da atividade de enzimas antioxidantes. As mudas sobreviveram em
todos os tratamentos aos quais foram submetidas. No segundo experimento foram
avaliados o crescimento inicial, trocas gasosas, eficiéncia do aparato fotossintético e a
atividade de enzimas antioxidantes de mudas alagadas por 0, 45 e 90 dias sob 30%, 70%
e 100% de luminosidade, e o potencial de recuperacdo dessas caracteristicas apos a
suspensdo do alagamento. Ao final do experimento observou-se que durante 0s periodos
que foram conduzidas sob alagamento, as mudas apresentaram menor crescimento,
trocas gasosas, da eficiéncia do fotossistema Il e maior atividade de enzimas
antioxidantes em todas as disponibilidades de luz as quais foram submetidas. C.
langsdorffii ndo recupera a maior parte das caracteristicas avaliadas ap6s a suspensao do
alagamento, no entanto, a auséncia de mortalidade indica potencial de recuperacéo,
tornando necesséria a avaliacdo da recuperacdo das plantas por um periodo maior. A
capacidade de sobrevivéncia de C. langsdorffii em todas as condi¢des estressantes as
quais foi submetida, indica tolerancia a periodos de seca, periodos de alagamento e a
diferentes disponibilidades luminosa, o que justifica a ocorréncia da espécie em
ambientes heterogéneos.

PALAVRAS-CHAVE: Aparato fotossintético, alagamento, déficit hidrico,
sombreamento.



GROWTH, PHOTOSYNTHETIC AND ENZYMATIC METABOLISM IN
SEEDLINGS OF Copaifera langsdorffii Desf. UNDER CONDITIONS OF WATER
AND LIGHT STRESS

ABSTRACT - Copaifera langsdorffii Desf., popularly known as copaiba, is a tree with
wide distribution in the Brazilian territory, originating from the Amazon to the Midwest
and Southeast regions, which makes it occurs in the most diverse environments such as
forests, wetlands, flooded river banks and the cerrado forests of central Brazil,
suggesting that the species has a broad adaptation and survival capacity under stress
conditions. Therefore, the objective of this work was to evaluate the gas exchange, the
efficiency of the photosynthetic apparatus and activity of antioxidante enzymes of C.
langsdorffii seedlings submitted to different conditions of water stress and light
availability. For this, two experiments were carried out. In the first one, gas exchanges,
efficiency of the photosynthetic apparatus and activity of antioxidante enzymes of
seedlings submitted to intermittent water deficit with application of 0, 10 and 100 uM of
ABA were evaluated, besides the potential of recovery of the physiological status after
the suspension of the condition stressful. At the end of the experimental period, low
performance was observed in all physiological aspects of seedlings during the periods
of suspension of irrigation, with worse values found in the non-irrigated seedlings that
did not receive ABA application. The application of ABA proved to be efficient for
obtaining better values of gas exchange, the efficiency of photosystem Il and the
activity of antioxidant enzymes. The seedlings presented survival capacity in all the
treatments to which they were submitted. In the second experiment were evaluated
initial growth, gas exchanges, photosynthetic efficiency and activity of antioxidante
enzymes of 0, 45 and 90 days of flooded plants under 30%, 70% and 100% of
luminosity and the potential of recovery after the suspension of flooding. At the end of
the experiment it was observed that during the periods that were conducted under
flooding, the seedlings showed lower growth, gas exchange, efficiency of photosystem
Il and greater activity of antioxidant enzymes in all the light availability to which they
were submitted. C. langsdorffii does not recover most of the characteristics evaluated
after the flooding suspension, however, the absence of mortality indicates recovery
potential, making necessary to evaluate the recovery of the plants for a longer period.
The survival capacity of C. langsdorffii in all the stressful conditions to which it was
submitted indicates tolerance to periods of drought, periods of flooding and different
light availability, which justifies the occurrence of the species in heterogeneous
environments.

KEY WORDS: Photosynthetic apparatus, flooding, water deficit, shading.



INTRODUCAO

O aquecimento global tem sido, h& alguns anos, uma das maiores
preocupagOes de pesquisadores de todo o mundo. A irregularidade da ocorréncia e
quantidade de chuvas, assim como o0 aumento das temperaturas, tornou-se um dos
maiores desafios para a sobrevivéncia e producdo vegetal em todo o planeta. Por
influéncia desse evento as caracteristicas classicas das esta¢cdes, como seca no inverno e
chuva em todo o verdo, estdo a cada ano menos definidas e inundagdes ocasionais ou
secas prolongadas passam a ser recorrentes em areas antes ndo habituadas a tais
situacOes (GARCIA et al., 2014)

Os efeitos das alteracbes climéticas sobre as populacBes naturais tém
consequéncias importantes para o funcionamento a longo prazo do ecossistema e a
distribuicio da biodiversidade (CARDINALE et al., 2012; LAZARO-NOGAL et al.,
2015). A plasticidade fenotipica € um mecanismo importante pelo qual os organismos
podem lidar com a heterogeneidade ambiental em populagdes naturais, sendo essencial
para aumentar a sobrevivéncia e evitar extingbes devido as mudancas climaticas
(HOLLOWAY, 2002; HOFFMANN e SGRO, 2011; LAZARO-NOGAL et al., 2015).

Ao longo das suas vidas, as plantas estdo expostas a varios fatores de
estresse e as caracteristicas mais importantes para sua sobrevivéncia sdo adaptacdo ao
estresse e tolerdncia a heterogeneidade ambiental (CERVERA e PARRA-TABLA,
2009; LUNA-FLORES et al., 2015). O estresse é uma alteracdo da condicdo fisioldgica
causada por fatores que tendem a perturbar o equilibrio. A flexibilidade no metabolismo
das plantas permite resposta a fatores ambientais adversos, no entanto, nem todo desvio
as condicOes 6timas ambientais resulta em estresse. Restricdes ambientais ou flutuacdes
altamente imprevisiveis impostas aos padrdes metabdlicos regulares poderdo causar
lesGes, injurias ou desvios fisioldgicos, configurando estresse (JALEEL et al., 2009).

Em condi¢Bes naturais, a intensidade luminosa é um fator versétil e
variacOes na qualidade e quantidade, presenca ou auséncia de luz irdo influenciar no
desenvolvimento da planta (DUTRA et al., 2015; FANTI e PEREZ, 2003). Somado a
isso, os extremos na disponibilidade de agua (secas e inundagdes) aumentaram em
freqiiéncia e intensidade nos ultimos 50 anos em todo o mundo (BAILEY-SERRES et
al., 2012) e essas mudancas climaticas incrementam a importancia do estudo das
adaptacdes que garantem a manutencdo dos ecossistemas e da biodiversidade (GARCIA
etal., 2014; HOOPER et al., 2012).



A luz é um fator ambiental altamente heterogéneo que influencia o
crescimento e a sobrevivéncia de plantas. Como o sombreamento em comunidades
naturais resulta principalmente do dossel de plantas, a composicdo e a dindmica das
comunidades vegetais sdo causa e também consequéncia da heterogeneidade luminosa.
Os gradientes de luz ocorrem tanto dentro das proprias copas das plantas
individualmente, quanto dentro do dossel, o que faz com que todas as plantas estejam
expostas a pelo menos algum grau de sombra ao longo da vida (VALLADARES e
NIINEMETES, 2008).

A tolerdncia a sombra € um conceito ecoldgico que se refere a capacidade
de uma dada planta de tolerar baixos niveis de luz. Do ponto de vista fisiologico, a
tolerdncia a sombra é definida como a luz minima sob a qual uma planta pode
sobreviver. Uma medida simples da tolerancia a sombra é, de fato, o ponto de
compensacao de luz. A "hipétese de ganho de carbono™ define a tolerancia a sombra
como a maximizacdo da captura e uso da luz na fotossintese juntamente com a
minimizagdo dos custos respiratdrios para a sobrevivéncia. A nivel foliar, a hipotese de
ganho de carbono sugere que as espécies tolerantes quando submetidas a sombra tém
aumento nos teores de clorofila foliar, maior capacidade fotossintética e maior area
foliar (VALLADARES e NIINEMETES, 2008).

O estresse hidrico ocorre sob duas condi¢bes, quando ha uma falta ou
saturacdo de &gua no solo. No primeiro caso chama-se estresse por déficit hidrico
(LUNA-FLORES et al., 2015) e o segundo é conhecido como estresse por alagamento,
inundagéo, anoxia ou hipoxia (ASHRAF, 2012) e os mecanismos de adaptacdo das
plantas para cada caso sao especificos.

As condicbes de saturacdo de agua (isto é, inundacdo ou alagamento)
reduzem drasticamente a troca de gases, tais como Oz e CO>, entre as plantas e o0 seu
ambiente (BAILEY-SERRES e VOESENEK, 2008; ASHRAF, 2012), o que prejudica o
crescimento e pode causar a morte prematura das plantas (LUNA-FLORES et al.,
2015). As condicOes de deficit hidrico causam estresse nas plantas quando a taxa de
transpiracdo excede a absorcéo de d&gua (LUNA-FLORES et al., 2015). O conhecimento
das respostas das plantas a tais condi¢cBes € essencial para uma percepcdo dos
mecanismos de resisténcia ou tolerancia a limitagdo hidrica em plantas superiores.

O estresse por déficit hidrico gera uma situagdo em que o potencial de dgua
da planta e seu turgor séo reduzidos o suficiente para atrapalhar a execugédo de suas
funcbes normais (CHAVES et al., 2002; CHAVES et al., 2003; SHAO et al., 2008),
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podendo causar reducdo da condutancia estomatica, diminuicdo da expansdo e divisdo
celular, reducéo da fotossintese, disturbios de metabolismo, murcha e, por fim, morte
(SHAO et al., 2008; JALEEL et al., 2009).

A eficiéncia no uso da agua (EUA) mantém o estado metabdlico da planta e,
assim, seu potencial de crescimento é melhorado. Ela € definida como a proporcéo entre
a acumulacdo de matéria seca e o consumo de agua ao longo de uma estacao, assim,
aumentar a EUA teoricamente pode afetar o crescimento das plantas (SHAO et al.,
2008).

A plasticidade da area foliar é importante para manter a EUA nas culturas.
Em diversas espécies ja foi constatado que, em situacdo de déficit hidrico, as plantas
tendem a reduzir sua area foliar total (SHAO et al., 2008; FAROOQ et al., 2009). A
diminuicdo da area foliar pode estar diretamente relacionada a diminuicdo do
crescimento celular e a regulacdo osmotica (SHAO et al., 2008).

Niveis elevados de &gua no solo criam condi¢fes hipdxicas dentro de um
curto periodo de tempo. Como resultado, as raizes das plantas sofrem de anoxia,
completa auséncia de oxigénio, iniciando uma situacdo de estresse por alagamento
(ASHRAF, 2012). Uma das primeiras respostas da planta ao alagamento é a reducéo da
condutancia estomatica (FOLZER et al., 2006). As plantas expostas a inundacdo exibem
limitacdo da captacdo de agua por conta do aumento da resisténcia estomatica, levando
a déficit de 4gua interno (PARENT et al., 2008). Além disso, baixos niveis de O podem
diminuir a condutividade hidraulica devido a menor permeabilidade das raizes, gerando
um declinio substancial da taxa fotossintética liquida (ASHRAF et al., 2011). O
fechamento estomatico pode ser o responsavel por essa diminuicdo na transpiracao e
fotossintese, o que pode ser atribuido também a outros fatores como a reducdo do teor
de clorofila, senescéncia foliar, reducdo da area foliar (MALIK et al., 2001) e reducéo
da capacidade de carboxilagdo da RUBISCO (YORDANOVA e POPOVA, 2001) e
diminuig&o da eficiéncia do fotosistema Il (ASHRAF, 2012).

As arvores do género Copaifera podem ser naturalmente encontradas por
toda a América Latina e também pela Africa Ocidental (VEIGA JUNIOR e PINTO,
2002). No Brasil, as copaibeiras sdo distribuidas desde a Amazonia até as regides
Centro-Oeste e Sudeste (PIERI et al., 2009) com ocorréncia de 16 espécies dentre as 72
catalogadas no género (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002; LORENZI, 2009).

A Copaifera langsdorffii Desf. pertence a familia Leguminosae, subfamilia
Caesalpinoideae, género Copaifera (PIERRI et al., 2009; MARTINS-DA-SILVA, et al.
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2008; LORENZI, 2009), é popularmente conhecida como copaiba, copaibeira, pau-de-
6leo e balsamo dos jesuitas (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002; PIERI et al., 2009;
LONGUI et al., 2014). Seu 6leo é chamado de dleo de copaiba ou balsamo (LORENZI,
2009) porém, designacdo correta para o 6leo da copaiba é a de dleo-resina (VEIGA
JUNIOR e PINTO, 2002).

O Oleo-resina extraido das copaibeiras é, ha séculos, utilizado pela
populacdo indigena das Américas como cicatrizante e anti-inflamatorio, chamando a
atencdo dos colonizadores europeus. A escassez de produtos farmacéuticos na colénia e
0s bons resultados da utilizacdo do Oleo pelos indigenas, popularizou-o como
medicamento, tendo hoje uma comercializacdo extensiva pelos laboratdrios
farmacéuticos (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002), o que confere grande importancia
econdmica a estas arvores.

Além do 6leo, a madeira de copaiba também é bastante visada, ndo sé para
marcenaria, como também para fabricagdo de carvao, construgdo civil e naval (VEIGA
JUNIOR e PINTO, 2002; PIERRI et al., 2009).

As arvores de C. langsdorffii sdo longevas, chegando a viver por até 400
anos, de grande porte, podendo atingir entre 25 e 40 metros de altura (LORENZI,
2009). Expressam plasticidade fenotipica, variando seu tamanho de acordo com a area
de ocorréncia (MARCATI et al., 2001; LONGUI et al., 2014). Podem ser encontradas
nos mais diversos ambientes, desde florestas de terra firme, terras alagadas, margens
inundaveis dos rios e igarapés, margens arenosas de lagos, até as matas de cerrado da
regido central do Brasil (HECK et al., 2012).

Considerando a ocorréncia de C. langsdorffii acredita-se que essa espécie
apresenta mecanismo metabolicos e morfolégicos que garantem sua sobrevivéncia em
diferentes ambientes. Diante disso, o objetivo deste trabalho é avaliar as trocas gasosas,
a eficiéncia do aparato fotossintético e atividade antioxidante de mudas de C.
langsdorffii Desf. submetidas a diferentes condicBes de estresse hidrico e

disponibilidade luminosa.
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CAPITULO |

TROCAS GASOSAS E ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM Copaifera langsdorffii
Desf. SOB DEFICIT HIDRICO INTERMITENTE E APLICACAO DE ABA

RESUMO - Objetivou-se com esse trabalho avaliar as trocas gasosas, a eficiéncia do
aparato fotossintético e atividade de enzimas antioxidantes de mudas de Copaifera
langsdorffii Desf. submetidas ao déficit hidrico e a aplicacdo exdgena de ABA e seu
potencial de recuperacdo dessas caracteristicas ap0s a suspensdo da condicdo
estressante. As mudas foram submetidas a dois regimes de irrigagdo (sem restricdo
hidrica - SR; e com restricdo hidrica - CR), trés tratamentos com acido abscisico (0, 10 e
100 uM) e avaliadas em seis periodos (Inicio, 12 Fotossintese Zero, 1# Recuperagdo, 22
Fotossintese Zero, 2% Recuperacéo e Final). Ao final do periodo experimental, observou-
se queda do desempenho em todos os aspectos fisiolégicos das mudas durante os
periodos de suspensdo da irrigacdo, sendo que os menores resultados foram encontrados
nas mudas CR e que ndo receberam ABA. A aplicacdo de ABA proporcionou melhores
indices de trocas gasosas, da eficiéncia do fotossistema Il e da atividade de enzimas
antioxidantes. As mudas de C. langsdorffii apresentaram capacidade de sobrevivéncia
em todos os tratamentos aos quais foram submetidas.

Palavras-chave: Estresse fisiologico, fotossintese, fitormonio.

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the gas exchange, efficiency
of the photosynthetic apparatus and activity of antioxidant enzymes of Copaifera
langsdorffii Desf. submitted to the water deficit and the exogenous application of ABA
and its potential for recovery of these characteristics after the suspension of the stressful
condition. The seedlings were submitted to two irrigation regimes (no water restriction -
NR and with water restriction - WR), three treatments with abscisic acid (0, 10 and 100
uM) and evaluated in six periods (Start, 1% Zero Photosynthesis, 1% Recovery, 2™
Photosynthesis Zero, 2" Recovery and Final). At the end of the experimental period, it
was observed a decrease in the performance of all the physiological aspects of the
seedlings during the periods of suspension of irrigation, and the lowest results were
found in the WR seedlings that did not receive ABA. The application of ABA provided
better gas exchange rates, efficiency of photosystem Il and the activity of antioxidant
enzymes. The C. langsdorffii seedlings presented survival capacity in all the treatments
to which they were submitted.

Key words: Physiological stress, photosynthesis, phitormonium.
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INTRODUCAO

A Copaifera langsdorffii Desf. é uma éarvore pertencente a familia
Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae com ampla ocorréncia geografica, sendo que
sua distribuicdo vai desde a Amazbnia até as regibes Centro-Oeste e Sudeste
(LORENZI, 2009; PIERI et al., 2009). Apesar de existir utilizacdo comercial de sua
madeira, essa espécie é popular por suas propriedades medicinais, especialmente de seu
6leo-resina, conhecido e utilizado h& séculos pela populacdo indigena e que hoje
apresenta uma comercializacdo extensiva pelos laboratorios farmacéuticos (VEIGA
JUNIOR e PINTO, 2002). A ampla distribuicio geografica das arvores do género
Copaifera faz com que as arvores ocorram em ambientes diversos que vdo desde
florestas e campos do cerrado, até areas de mata ciliar com inundagdo sazonal
(ALENCAR, 1982; HECK et al., 2012), o que as exp0e as condi¢des ambientais mais
diversas, podendo sujeita-las a agentes de estresse, especialmente hidrico.

O estresse caracteriza-se por ser uma alteracdo da condicdo fisioldgica
causada por fatores que tendem a perturbar o equilibrio. Restricbes ambientais ou
flutuacBGes altamente imprevisiveis, impostas aos padrdes metabolicos regulares,
poderdo causar lesdes, injurias ou desvios fisioldgicos, configurando estresse (JALEEL
et al., 2009). As respostas das plantas, quanto tolerantes ao estresse hidrico, dependem
de vias de transducgdo de sinal altamente reguladas com intera¢cdes maltiplas que podem
levar a um resultado fisioldgico da prevencdo do estado de estresse ou algum nivel de
tolerancia. O horménio &cido Abscisico (ABA) é o principal mediador dessas respostas,
pois interfere na regulacdo do fechamento estomatico, o que pode determinar a
sobrevivéncia das plantas em baixa disponibilidade de &gua, além de participar de
outras estratégias de resisténcia ao déficit hidrico, como o ajuste osmoético (OLLAS e
DODD, 2016). A concentracdo enddgena de ABA aumenta sob déficit hidrico (BLUM,
2015) e estudos com diversas espécies ja demonstraram uma contribuicdo da aplicacdo
exogena de ABA para a tolerancia de plantas a baixa disponibilidade de agua
(SANSBERRO et al., 2004; TRAVAGLIA et al., 2007; TRAVAGLIA et al.; 2010, LI
etal., 2011).

O estresse por deficit hidrico pode gerar uma série de respostas fisiologicas,
morfologicas e bioquimicas nas plantas, como perda de turgor, reducdo do potencial
hidrico das folhas, da condutancia estomatica, da concentracéo interna de CO2, declinio

da fotossintese e das taxas de crescimento, diminui¢cdo da eficiéncia da Rubisco e
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aumento da atividade de enzimas antioxidativas como Catalase, Superoxido dismutase e
Peroxidase, entre outras (SHAO et al., 2008).

Considerando a ocorréncia dessa espécie em ambientes sujeitos a continuos
periodos de déficit hidrico, surge a hipotese de que a espécie apresenta mecanismos
fisioldgicos e metabdlicos que garantam sua sobrevivéncia e a repeticdo dos periodos
estressantes leva a manifestacdo mais rapida dessas respostas. Diante do exposto,
objetivou-se nesse trabalho avaliar as trocas gasosas, a eficiéncia do aparato
fotossintético e atividade antioxidante em mudas de Copaifera langsdorffii Desf.
submetidas ao déficit hidrico e a aplicacdo exdgena de ABA e seu potencial de

recuperacdo apos a suspensdo da condi¢do estressante.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Viveiro de Plantas da Faculdade de Ciéncias
Agréarias da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), no municipio de
Dourados — MS, durante os meses de fevereiro a julho de 2017. Foram utilizadas mudas
de Copaifera langsdorffii Desf. produzidas em tubetes e em viveiro telado com 30% de
sombreamento (Apéndice 1). Aos 30 dias da emergéncia das plantulas (DAE), as mudas
foram transplantadas para vasos com capacidade para 6 litros preenchidos com substrato
cuja mistura consistiu em volumes iguais de Bioplant®, areia fina e Latossolo
Vermelho distroférrico (LVd) (1:1:1 v/v). Em cada vaso foram transplantadas duas
mudas. Trinta dias ap6s aclimatacdo (DAA) quando as mudas atingiram,
aproximadamente, 15 cm, os vasos foram transportados para estufa tipo tunel alto, com
cobertura plastica transparente e laterais com tela e o experimento foi iniciado.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticdes, no esquema fatorial 2 x 3 x 6, sendo duas condicdes de irrigagdo
(sem restrig&o hidrica — SR e com restricdo hidrica — CR), trés doses de Acido abscisico
(ABA 0, 10 e 100 uM) e seis periodos de avaliacdo (Inicio, 12 Fotossintese Zero, 12
Recuperacdo, 22 Fotossintese Zero, 22 Recuperacéo e Final).

A irrigagdo das mudas foi feita individualmente a cada dois dias utilizando-
se do método gravimétrico, de modo que cada vaso recebeu irrigacdo suficiente para
atingir 75% da capacidade de retencdo de &gua do sistema (SOUZA et al., 2000). Esse

mesmo procedimento de irrigacdo foi adotado para as mudas sobCRque, apds atingirem
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a fotossintese zero (1* F0), tiveram a irrigacdo reestabelecida até a recuperacdo dos
valores de fotossintese proximos ao da planta controle. Apds a 12 Recuperacdo (12 Rec),
as mudas tiveram a irrigacdo suspendida novamente até atingir a 22 Fotossintese Zero
(22 FO) quando, entdo, tiveram o fornecimento de agua reestabelecido até o final do
experimento.

O ABA foi aplicado via pulverizagdo na planta toda até o ponto de gotejamento,
no mesmo dia do inicio dos tratamentos de suspensdo da irrigacdo. As solucBes foram
preparadas a partir de uma solucdo- estoque com concentracdo de 1 mM de ABA
(Apéndice 2).

As avaliacdes foram realizadas no comego do periodo experimental (Inicio — 0
dias) e sequencialmente quando observada, em algum dos tratamentos, uma condicao de
fotossintese proxima a zero (1% e 22 FO — 28 e 82 dias) e de recuperacdo dessa condi¢éo
de fotossintese zero (1% e 22 Rec — 46 e 104 dias) e uma ao fim do experimento (Final —
165 dias).

A cada dois dias foram avaliadas as taxas fotossintética (A) e transpiratoria (E);
condutancia estomatica (gs); concentracdo interna de gas carbonico (Ci) e as relagdes
eficiéncia do uso da 4gua — EUA (A/E); eficiéncia da carboxilacdo da rubisco (A/Ci) e
eficiéncia intrinseca do uso da agua — EIUA (A/gs) utilizando-se o analisador de gases
no infravermelho (IRGA), marca ADC, modelo LCi PRO (Analytical Development Co.
Ltda, Hoddesdon, UK). As avaliacdes foram realizadas em quatro mudas por tratamento
no periodo da manha, entre 8 e 11 horas, em folhas completamente expandidas e
previamente marcadas, de modo que todas as medicdes fossem sempre realizadas nas
mesmas folhas, sendo considerados apenas o0s dados medidos sob fluxo fotossintético de
fotons (FFF) maior que 700 Mmol m? s,

Em todos os periodos, as mudas foram avaliadas quanto ao potencial hidrico das
folhas (¥w) obtido a partir de leituras realizadas em folhas individuais pertencentes ao
segundo par de folhas totalmente expandidas do apice para a base, entre 10 e 11horas da
manhd, usando uma camara de pressdo tipo Scholander (PortablePlantWater Status
Console - modelo 3115), imediatamente ap6s a coleta das folhas. O indice de clorofila
(SPAD) foi mensurado com o medidor de clorofila Konica-Minolta 502; a eficiéncia
quantica potencial do fotossistema Il (Fv/Fwm), eficiéncia méxima do processo
fotoquimico no fotossistema Il (Fv/Fo) e producdo quéntica basal dos processos ndo

fotoquimicos do fotossistema 1l (Fo/Fwm) obtidas a partir de dados de fluorescéncia da
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clorofila a mensurados com o fluorimetro portatil modelo OS-30p (Opti-Sciences
Chlorophyll Fluorometer, Hudson, USA).

Também foram avaliados: a atividade das enzimas antioxidativas Superdxido
dismutase (SOD), Peroxidase (POD) e Catalase (CAT) nos tecidos das folhas e raizes,
segundo a metodologia descrita por Broetto (2014); a area foliar com o integrador de
area foliar LI-COR® modelo LI 3100; o nimero de folhas (contadas por planta, a
campo) e, por fim, o indice de qualidade de Dickson (IQD) segundo a equagdo IQD =
[massa seca total/(altura/diametro + massa seca parte aerea/massa seca raiz)]
(DICKSON et al., 1960).

Os resultados foram analisados utilizando o programa estatistico SISVAR 5.6
(FERREIRA, 2010). Os dados foram submetidos & analise de variancia e os efeitos
significativos para as médias de condicdo de irrigacdo, de cada dosagem de ABA, e de
tempo de avaliacdo foram submetidas, respectivamente, aos testes T de Bonferroni,
Tukey, e Scott Knott a 5% de probabilidade. Para as caracteristicas referentes as trocas
gasosas (A, E, Ci, gs, EUA, A/Ci e EIUA), as médias foram comparadas dia a dia e,

quando significativas, submetidas ao teste Scott Knott a 5% de probabilidade.

RESULTADOS

Houve interacao significativa tripla (p<0,05) entre as condi¢des de irrigacdo,
doses de ABA e os periodos de avaliacdo para potencial hidrico das folhas (¥Yw),
eficiéncia méxima do processo fotoquimico no fotossistema Il (Fv/Fo), atividade
enzimética de SOD nas folhas e raizes, de POD nas raizes e de CAT nas folhas, area
foliar, IQD, nimero de folhas e clorofila das mudas de C. langsdorffii. Interacdes duplas
(p<0,05) entre as doses de ABA e os periodos de avaliacdo e entre as condi¢cdes de
irrigacdo e os periodos de avaliagcdo foram observadas para eficiéncia quantica potencial
do fotossistema Il (Fv/Fwm) e producgdo quantica basal dos processos ndo fotoquimicos do
fotossistema 1l (Fo/Fm). Também foram observadas interages duplas entre as
condicdes de irrigacdo e os periodos de avaliacdo para atividade enzimatica de POD nas
folhas e de CAT nas raizes.

O Pw foi menor nas mudas CR sendo o periodo mais critico observado

guando as mudas atingiram a 12 e 22 FO (respectivamente aos 27 e 82 dias) e, nestes
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periodos de avaliacdo, as mudas sob CR que ndo receberam a aplicacdo de ABA
apresentaram o menor valor (Figura 1).

Acido Abscisico e Irrigagdo

SR ABAOCR ABA 10 SR ABA10CR ABA 100 SR ABA 100 CR

Yw (MPa)

Db T

EInicio mM1laF0 DOlaRec. H2aF0 O2aRec. @Final

Figura 1. Potencial hidrico das folhas (¥w) de Copaifera langsdorffii Desf. em funcéo
da dose de &cido abscisico (ABA), da irrigacdo e dos periodos de avaliacdo. Dourados-
MS, UFGD, 2017. Letras maiusculas comparam os periodos de avaliacdo dentro da
mesma condicdo de ABA e irrigagdo (Scott Knott, p<0,05); letras minusculas
comparam as condi¢fes de ABA dentro do mesmo periodo de avaliagcdo e irrigacédo
(Tukey, p<0,05) e asteriscos (*) comparam as condicGes de irrigacdo dentro do mesmo
periodo de avaliacdo e dose de ABA (T de Bonferroni, p<0,05).

A fotossintese (A) foi menor nas mudas sob os tratamentos CR durante os
periodos de 12 e 22 FO. Ao longo do periodo experimental, as mudas CR que ndo
receberam ABA apresentaram as menores A. Apds a 22 Rec até a avaliacdo Final, todos
os tratamentos apresentaram A que n&o variam significativamente entre si (Figura 2A).

Durante todo o periodo experimental, as maiores E foram observados nas
mudas SR. As mudas CR e que ndo receberam ABA apresentaram as menores médias,
especialmente nos periodos de 1% e 22 FO (Figura 2B).

Para a eficiéncia intrinseca do uso da agua (EUA), observou-se diferenca
estatisica apenas na 12 FO, sendo menor nas mudas CR e sem ABA e proximo a 22 FO,
com menor EUA nas mudas CR com 10uM de ABA (Figura 2C).
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Figura 2. Fotossintese liquida — A (A); transpiracdo — E (B) e eficiéncia do uso da agua

— EUA (C) em mudas de Copaifera langsdorffii Desf. em funcdo da dose de acido

abscisico (ABA), da irrigacdo e dos periodos de avaliagdo. Dourados-MS, UFGD, 2017.

Letras maiusculas diferentes entre si no mesmo dia indicam diferenca estatistica entre 0s
tratamentos avaliados (Scott Knott, p<0,05).

As mudas CR apresentaram as menores Ci, especialmente nos periodos da
12 e 22 FO, destacando-se aquelas que ndo receberam aplicagédo de ABA (Figura 3A).

Observa-se 0 mesmo comportamento para eficiéncia na carboxilacdo da Rubisco (A/Ci),
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com as menores A/Ci em mudas CR e sem aplicacdo de ABA, durante os periodos da 12
e 22 FO (Figura 3B).

A ABAOSR A ABAOCR --#--ABA 10 SR —%— ABA 10 CR --#-- ABA 100 SR —e— ABA 100 CR (A)
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Figura 3. Concentracéo interna de CO2— Ci (A); eficiéncia da carboxilacdo da rubisco —
A/Ci (B) em mudas de Copaifera langsdorffii Desf. em funcdo da dose de &cido
abscisico (ABA), da irrigacdo e dos periodos de avaliacdo. Dourados-MS, UFGD, 2017.
Letras mailsculas diferentes entre si no mesmo dia indicam diferenca estatistica entre 0s
tratamentos avaliados (Scott Knott, p<0,05).

Para a condutancia estomatica (gs) houve diferenca entre SR e CR,
especialmente nos periodos de 12 e 22 FO, com destaque para as menores gs encontradas
em CR sem aplicacdo exdgena de ABA (Figura 4A). No entanto, no periodo de
avaliagdo Final, ndo houve diferenca entre os tratamentos.

As menores EIUA foram encontradas nas mudas sob CR e sem ABA, tendo
seu menor valor na 1?2 FO (Figura 4B). As mudas CR com ABA (10 e 100uM)
apresentaram as maiores EIUA na 22 FO, no entanto, ao final do periodo experimental

ndo foi observada diferenca entre nenhum dos tratamentos avaliados.



23

A ABAOSR A ABAOCR --#--ABA10SR —%— ABA10CR ---e-- ABA 100 SR —e— ABA 100 CR (A)

0,15

o
i
)

o
o
©

o
o
>

Gs (mol m2s1)

c AY
0,00 + + + + - + + + + + + + + + 5uD£ + + +—H + + + + + + + + + + +
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165

(B)

EIUA (umol CO, mmol-H,0)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165

Dias de avaliagdo

Figura 4. Condutancia estomética —gs (A) e eficiéncia intrinseca do uso da agua —
EIUA (B) em mudas de Copaifera langsdorffii Desf. em funcdo da dose de acido
abscisico (ABA), da irrigacdo e dos periodos de avaliacdo. Dourados-MS, UFGD, 2017.
Letras maiusculas diferentes entre si no mesmo dia indicam diferenca estatistica entre 0s
tratamentos avaliados (Scott Knott, p<0,05).

Quanto a eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il (Fv/Fwm), plantas
com aplicacao de 10uM de ABA apresentaram os menores valores nos periodos de 1% e
2% FO e 12 Rec. Para todas as doses de ABA, os periodos de 1% e 22 FO apresentaram
médias menores que as demais. As mudas CR apresentaram médias estatisticamente
menores do que as SR em todos os periodos, com excecdo apenas do Inicio e do Final.
Dentre as plantas CR, os periodos que apresentaram as menores medias foram os da 1% e
22 FO (Figura 5A).

Com relacdo a eficiéncia méxima do processo fotoquimico no fotossistema
Il (Fv/Fo), de modo geral as plantas CR apresentaram as menores Fv/Fo, independente
da dose de ABA a que foram submetidas. Para essas mudas, 0s periodos mais criticos
foram os de 1% e 22 FO. As plantas CR com aplicagdo de 100 pM de ABA apresentaram

menores Fv/Fo na 22 Rec e na avaliagdo Final quando comparadas as SR. Dentre as
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plantas SR, as que receberam aplicagdo de 100 uM de ABA apresentaram maiores
valores na maioria dos periodos avaliados (Figura 5B).

Para a produgdo quantica basal dos processos ndo fotoquimicos do
fotossistema 1l (Fo/Fm), as maiores médias foram encontradas nas plantas com
aplicacdo de 10uM de ABA durante a 1* ¢ a 2* FO. Ressalta-se que em todos 0s
tratamentos com ABA as maiores Fo/Fm foram encontrados nesses mesmos periodos.
As mudas CR apresentaram as maiores Fo/Fum em todos os periodos avaliados, com
excecao apenas do Inicio e do Final. Dentre as plantas CR, os periodos de 12 e 22 FO
apresentaram as maiores medias (Figura 5C).

A atividade da Superdxido dismutase (SOD) nas folhas de C. langsdorffii
(Figura 8A), foi maior nas mudas CR e com aplicacdo de 100uM de ABA durante os
periodos de 1% e 22 FO. As mudas CR sem aplicacdo de ABA, quando comparadas as
outras CR, apresentaram menor atividade de SOD na maior parte dos periodos
avaliados, excluindo-se apenas a 2* Rec. Na dose de 100uM de ABA, as mudas SR
diferiram-se das CR apenas nos periodos de 1% e 22 FQ. Dentre as mudas SR, a maior
atividade de SOD foi encontrada nas que receberam aplicagdo de 100uM de ABA
(Figura 6A).

Com relacdo a atividade de SOD nas raizes, todas as CR apresentaram
médias significativamente maiores do que as SR em todos os periodos de avaliagéo,
exceto no Inicio. Dentre as SR, maior SOD foi encontrada naquelas com aplicacédo de

100uM de ABA em todos os periodos, com exce¢do do inicio (Figura 6B).
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Figura 5. Eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il — Fv/Fm, (A); eficiéncia
méaxima do processo fotoquimico no fotossistema IlI- Fv/Fo (B) e producdo quéantica
basal dos processos ndo fotoquimicos do fotossistema Il- Fo/Fm (C) em mudas de
Copaifera langsdorffii Desf. em funcdo da dose de acido abscisico (ABA), da irrigacéo
e dos periodos de avaliacdo. Dourados-MS, UFGD, 2017. Letras mailsculas comparam
os periodos de avaliacdo dentro da mesma condi¢cdo de ABA e/ou irrigagdo. (Scott
Knott, p<0,05); letras minusculas comparam as condigdes de ABA dentro do mesmo
periodo de avaliagdo e irrigacdo (Tukey, p<0,05) e asteriscos (*) comparam as
condigdes de irrigacdo dentro do mesmo periodo de avaliacdo e/ou dose de ABA (T de
Bonferroni, p<0,05).
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Figura 6. Atividade enzimatica de Superdxido dismutase nas folhas (SOD folhas) (A) e
raizes (SOD raizes) (B) em mudas de Copaifera langsdorffii Desf. em funcédo da dose de
acido abscisico (ABA), da irrigacdo e dos periodos de avaliacdo. Dourados-MS, UFGD,
2017. Letras maiusculas comparam os periodos de avaliacdo dentro da mesma condicéo
de ABA e irrigacdo. (Scott Knott, p<0,05); letras mintsculas comparam as condic6es de
ABA dentro do mesmo periodo de avaliacdo e irrigacdo (Tukey, p<0,05) e asteriscos (*)
comparam as condic¢des de irrigacdo dentro do mesmo periodo de avaliacdo e dose de
ABA (T de Bonferroni, p<0,05).

A atividade da Peroxidase (POD) foi mais expressiva nas raizes do que nas
folhas, o que pode ser ressaltado pela diferenca na escala de valores do eixo y (Figuras
7A e 7B). Nas folhas, maior POD foi encontrada nas mudas CR em todos os periodos
apos o inicio. Nas raizes, os maiores valores foram encontrados na CR nos periodos de
12 e 22 FO, em todas as doses de ABA.
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Figura 7. Atividade enziméatica de Peroxidase nas folhas (POD folhas) (A) e raizes
(POD raizes) (B) em mudas de Copaifera langsdorffii Desf.em funcdo da dose de acido
abscisico (ABA), da irrigacdo e dos periodos de avaliacdo. Dourados-MS, UFGD, 2017.
Letras mailsculas comparam os periodos de avaliacdo dentro da mesma condicdo de
irrigacdo e ABA. (Scott Knott, p<0,05); letras minusculas comparam as condicdes de
ABA dentro do mesmo periodo de avaliacdo e irrigacdo (Tukey, p<0,05) e asteriscos (*)
comparam as condic¢des de irrigacdo dentro do mesmo periodo de avaliacdo e dose de
ABA (T de Bonferroni, p<0,05).

A atividade da Catalase (CAT) foi maior nas mudas CR, tanto nas folhas
guanto nas raizes, em todos os periodos, exceto o inicio (Figura 8A e 8B). Nas folhas, a
maior atividade de CAT foi encontrada na CR e sem a aplicacdo de ABA durante a 12 e
22 FO.
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Figura 8. Atividade enzimatica de Catalase nas folhas (CAT folhas) (A) e raizes (CAT
raizes) (B) em mudas de Copaifera langsdorffii Desf. em funcdo da dose de acido
abscisico (ABA), da irrigacdo e dos periodos de avaliacdo. Dourados-MS, UFGD, 2017.
Letras maiusculas comparam os periodos de avaliagdo dentro da mesma condic¢do de
ABA e irrigacdo. (Scott Knott, p<0,05); letras minusculas comparam as condicdes de
ABA dentro do mesmo periodo de avaliagéo e irrigacdo (Tukey, p<0,05) e asteriscos (*)
comparam as condicOes de irrigacdo dentro do mesmo periodo de avaliacdo e dose de
ABA (T de Bonferroni, p<0,05).
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Figura 9. Area foliar — AF (A); indice de qualidade de Dickson — 1QD (B); niimero de
folhas (C) e clorofila (D) em mudas de Copaifera langsdorffii Desf. em funcdo da dose
de &cido abscisico (ABA), da irrigagdo e dos periodos de avaliacdo. Dourados-MS,
UFGD, 2017. Letras maiusculas comparam os periodos de avaliacdo dentro da mesma
condicdo de ABA e irrigacdo. (Scott Knott, p<0,05); letras minusculas comparam as
condicGes de ABA dentro do mesmo periodo de avaliagdo e irrigacdo (Tukey, p<0,05) e
asteriscos (*) comparam as condi¢Ges de irrigacdo dentro do mesmo periodo de
avaliacdo e dose de ABA (T de Bonferroni, p<0,05).
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Para a area foliar, no geral os as mudas SR apresentaram médias superiores
as CR durante todo o periodo experimental, exceto no inicio. Apenas as mudas que
receberam aplicagdo de 100 uM de ABA, nos periodos de 1* FO e 1* Rec ndo
apresentaram diferenca estatistica entre asSRe CR (Figura 9A).

As plantas SR tiveram maior indice de clorofila (Figura 9D). Dentre as
plantas CR, as que receberam aplicacdo de 100 uM de ABA tiveram maior clorofila ao
longo de todo o periodo experimental.

Em relacdo ao numero de folhas, as maiores médias foram encontradas nas
plantas SR, com destaque para o tratamento com 100 uM de ABA na avalia¢do Final.
Dentre as mudas CR, aquelas que ndo receberam aplicacdo de ABA apresentaram 0S
maiores numeros de folhas, especialmente nos periodos de avaliacdo apds a 12 Rec
(Figura 9C).

Quanto ao indice de qualidade de Dickson (IQD), observou-se valores
crescentes o longo do periodo experimental para todos os tratamentos. No periodo Final
de avaliacéo, apenas o tratamento com 100 uM de ABA nio teve diferencga significativa

entre as mudas SR e as CR, indicando o efeito desse tratamento (Figura 9B).

DISCUSSAO

Mudas de Copaifera langsdorffii Desf. submetidas ao déficit hidrico
intermitente apresentam queda do desempenho em todos 0s aspectos fisiolégicos nos
periodos de suspensdo da irrigacdo, com piores indices encontrados nas mudas que ndo
receberam aplicacdo de ABA.

As mudas de C. langsdorffii Desf. apresentaram reducdo do ¥w
especialmente sob CR nos periodos em que a fotossintese atingiu valores préximos a
zero, chegando a atingir -2,8 MPa nas mudas CR e sem a aplica¢do de ABA (Figura 1).
Esses valores de ¥w podem ser criticos, afetando aspectos fisiol6gicos e processos
metabolicos das plantas que podem prejudicar seu crescimento (KUMAR e SING,
1998; BENTO et al., 2016). A reducdo do ¥w indica que a planta perdeu agua a uma
taxa superior a sua capacidade de absorcdo e transporte, o que é corroborado pela
reducdo da gs (Figura 4A). Como a tensdo fisica aumenta no xilema quando 0s
potenciais de agua foliar caem, a via hidraulica das raizes para a parte aérea é exposta a

tensdes que podem comprometer a capacidade das plantas de transportar a agua
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(BLACKMAN et al., 2010). Entretanto, ao final do periodo de avaliacdo, todas as
mudas mantidas sob restri¢do hidrica intermitente alcancaram valores de Pw proximos
aos do controle, mostrando a capacidade da espécie de recuperar a turgescéncia.

As mudas CR que receberam aplicacdo de ABA apresentaram valores
significativamente maiores de ¥w nos periodos criticos (1% e 22 F0O), com destaque as
plantas que receberam aplicagio de 100 uM de ABA (-2,55 e -1,75 MPa,
respectivamente). A producdo de ABA é amplamente determinada pelo teor médio de
umidade do solo no nivel da raiz. Assim, a mensagem transmitida pelo ABA na raiz
pode aumentar a absorcdo de agua em uma extremidade, enquanto a aplicacdo de ABA
reduz a perda de &gua na outra (BLUM, 2015; MCADAM e BRODRIBB, 2016).
Entretanto, mesmo com aplicagéo exdgena de ABA, o Pw atingiu valores considerados
criticos de acordo com o parametro utilizado para a maioria das espécies (menores que -
1,75 MPa) (DA MATTA et al., 2007).

A reducdo da gs em todas as mudas com periodos de irrigacdo suspensa,
especialmente quando ndo receberam ABA, levou a reducdo da transpiracdo e da taxa
fotossintética, levando a uma menor assimilacdo de CO; e refletindo na reducdo da
eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco, mostrando que o déficit hidrico comprometeu a
atividade dessa enzima (Figuras 2, 3 e 4) (CHAVES et al., 2009; BERTOLLI et al.
2015). Entretanto, com a reirrigacdo as mudas recuperaram a eficiéncia de carboxilagéo
conforme observado nos periodos de 12 e 22 Rec. E interessante observar que a reducéo
da A ndo foi proporcional a reducdo de gs nas mudas CR e o reflexo disso pode ser
observado nos maiores valores de EIUA nessas plantas (Figura 4B).

Os valores de referéncia para a eficiéncia quantica potencial do fotossistema
Il (Fv/Fm) variam de 0,75 a 0,80 (BAKER e ROSENQVST, 2004). Assim, valores
muito abaixo desta margem indicam que os baixos valores de fotossintese também estao
relacionados aos danos causados no aparato fotossintético e ndo apenas a condutancia
estomatica e, consequentemente, a quantidade de carbono interno. Essa situacdo pode
ser observada nas plantas CR durante os periodos de FO (Figura 5A).

Em todas as plantas CR foram observados valores criticos da eficiéncia
méaxima do processo fotoquimico no fotossistema Il (Fv/Fo) nos periodos de FO e de
Rec, chegando a atingir 1,26 e 1,38 no tratamento ABA 10 CR na 1% e 22 FQ,
respectivamente (Figura 5B). A Fv/Fo é uma relacdo utilizada para amplificar as
pequenas variagdes detectadas na relagdo Fv/Fm, sendo assim um indicador das
mudangas de funcionalidade do fotossistema Il (REIS e CAMPOSTRINI, 2011,
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BENTO et al., 2016) e seus valores de referéncia situam-se entre 4 e 6 para a maioria
das espécies vegetais (ROHACEK, 2002). Os baixos valores observados no presente
estudo sugerem que as mudas de C. langsdorffii sofreram danos no aparato
fotossintético, apesar de haver recuperacdo quando elas foram avaliadas ap6s a
reirrigacéo no periodo Final.

A producgéo quéntica basal dos processos ndo fotoquimicos do fotossistema
I (Fo/Fwm) esteve acima do ideal durante os periodos de FO nas mudas de C. langsdorffii
que foram submetidas a CR e sob doses de ABA (Figura 5C). Os valores médios de
referéncia para a Fo/Fm variam entre 0,14 e 0,20 e situacOes de estresse podem ser
indicadas pelo aumento dessa relacio (ROHACEK, 2002). Ao final do periodo
experimental, as médias ndo se diferenciaram significativamente do periodo inicial,
indicando que mesmo podendo ter ocorrido danos ao aparato fotossintético os prejuizos
ndo foram permanentes, sugerindo sua capacidade de recuperacdo diante de reirrigacao.

A atividade das enzimas antioxidantes Superoxido dismutase (SOD),
peroxidase (POD) e Catalase (CAT) aumentou tanto nas folhas quanto nas raizes das
mudas sob CR e com a aplicacdo de ABA. A SOD nas folhas foi 30% maior nos
periodos de Fotossintese Zero em todos os tratamentos ndo irrigados e quando as mudas
receberam a aplicacdo de ABA exdgeno corroborando informacgdes da literatura de que
a aplicacdo exdgena de ABA pode aumentar a atividades das enzimas eliminadoras de
espécies reativas de oxigénio - ERO (LI et al., 2011). O aumento da producdo de SOD
pelas mudas de C. langsdorffii submetidas a déficit hidrico estendeu-se para alem do
periodo estressante, isto €, mesmo apds as mudas serem reirrigadas, tanto nas folhas
guanto nas raizes, mantendo valores superiores asSRnos mesmos periodos.

A maior atividade de POD nas raizes nos periodos mais criticos de déficit
hidrico (12 e 22 F0) corroboram com o fato de essas enzimas apresentam acao
antioxidante, capaz de oxidar substratos organicos reduzidos e proteger a célula do
efeito danoso de ERO quando em plantas submetidas a estresse (LI et al., 2011;
CAVERZAN et al., 2012; SOFO et al., 2015).

Seguindo o comportamento das outras enzimas antioxidantes avaliadas, a
atividade da Catalase (CAT) foi maior tanto nas folhas quanto nas raizes de mudas CR
(Figura 8 A e B). A atividade da CAT é fundamental na decomposigéo de peroxido de
hidrogénio produzido quando as plantas s&o submetidas a déficit hidrico, servindo como
um sistema eficiente de reducdo de ERO para evitar danos oxidativos induzidos por tal
estressor (SOFO et al., 2015).
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A capacidade de manter os niveis de enzimas antioxidantes elevados nos
tecidos pode caracterizar a tolerancia da espécie ao deéficit hidrico, pois a atividade
dessas enzimas constitui-se num importante pardmetro para se quantificar as respostas
das plantas aos estresses ambientais (SHAO et al., 2007, TAIZ e ZEIGER, 2013).

O indice de clorofila reduziu significativamente em alguns periodos dos
tratamentos com CR e com 0 e 10 uM de ABA, mantendo maiores valores nos
tratamentos com 100 uM de ABA (Figura 9B). A redugdo da clorofila pode ser
explicada pelo fato do déficit hidrico favorecer a formacdo de ERO que danificam,
dentre outras estruturas celulares, os pigmentos fotossintéticos (SHARMA et al., 2012).

O numero de folhas foi menor nas mudas CR durante quase todo o periodo
experimental, sendo que essas plantas demonstraram uma reducdo do nimero de folhas
na 12 FO, indicando abscisao foliar (Figura 9C). A reducdo do nimero de folhas também
foi mais evidente nos tratamentos com aplicacdo de ABA, algo ja esperado, sendo esse
hormonio um conhecido agente indutor de abscisdo foliar (RAGHAVENDRA et al.,
2010; BLUM, 2015).

Tanto a area foliar quanto o 1QD tiveram os menores valores nas mudas de
C. langsdorffii submetidas a déficit hidrico, embora tenham aumentado durante as
avali¢des. O menor crescimento das mudas sob déficit hidrico pode ser considerado
como uma estratégia de sobrevivéncia das plantas em uma situacéo estressante, quando
elas utilizam os produtos da fotossintese para a manutencao dos processos metabdlicos
basicos, deixando de destina-los para a formacao e crescimento de folhas e até mesmo
para 0 aumento de area foliar e da parte aérea (ARAUJO et al.,2014; XU, et al.; 2009,
TAIZ e ZAIGER, 2013).

CONCLUSAO

A aplicacdo de ABA nas concentragdes estudadas é eficiente para a
obtencdo de melhores indices de trocas gasosas, da eficiéncia do fotossistema Il e da
atividade de enzimas antioxidantes.

As mudas de C. langsdorffii apresentam capacidade de recuperacdo ao
déficit hidrico intermitente quanto ao Pw, as trocas gasosas (A, E, gs, Ci, A/Ci, EUA e
EIUA) e ao IQD e capacidade de sobrevivéncia a todos os tratamentos aos quais foram

submetidas.
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Diante da sua capacidade de sobrevivéncia e da ndo interrupcdo do
desenvolvimento das plantas, a C. langsdorffii pode ser considerada tolerante aos niveis
de estresse aos quais foi submetida, e a aplicacdo de ABA pode contribuir para tal

tolerancia.
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CAPITULO 1

TROCAS GASOSAS E ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM MUDAS DE Copaifera
langsdorffii Desf. SOB ALAGAMENTO E SOMBREAMENTO

RESUMO - Obijetivou-se neste trabalho avaliar o crescimento, a eficiéncia do aparato
fotossintético e a atividade antioxidante de mudas de Copaifera langsdorffii Desf.
cultivadas sob diferentes sombreamentos e periodos de alagamento. As mudas foram
submetidas a trés disponibilidades luminosas (100%, 70% e 30% de luz), duas
condicdes de alagamento (alagadas e controle) e trés periodos de avaliacao (0, 45 e 90
dias) durante o alagamento e dois periodos de avaliacdo durante a recuperacgdo (45+45 e
90+45 dias). Durante os periodos que foram conduzidas sob alagamento, as mudas
apresentaram menores resultados de crescimento, trocas gasosas, da eficiéncia do
fotossistema Il e da atividade de enzimas antioxidantes em todas as disponibilidades de
luz as quais foram submetidas. C. langsdorffii apresentou capacidade de sobrevivéncia
apos o alagamento, porém, sem recuperacao da maior parte das caracteristicas avaliadas
apos 45 dias da suspensao dessa condicdo.

Palavras-chave: Estresse fisioldgico, fotossintese, niveis de luminosidade.

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the growth, efficiency of the
photosynthetic apparatus and the antioxidant activity of Copaifera langsdorffii Desf.
under different shade and flood periods. The seedlings were submitted to three light
availability (100%, 70% and 30% light), two flood conditions (flooded and control) and
three evaluation periods (0, 45 and 90 days) during flooding and two during recovery
(45 + 45 and 90 + 45 days). During the periods that were conducted under flooding, the
seedlings presented lower growth results, gas exchange, the efficiency of photosystem Il
and the activity of antioxidant enzymes in all light availability to which they were
submitted. C. langsdorffii presented survival capacity after flooding, however, without
recovery of most of the characteristics evaluated after 45 days of the suspension of this
condition.

Key words: Physiological stress, photosynthesis, levels of luminosity.
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INTRODUCAO

As inundagdes sdo um problema crescente em muitas regides do planeta. A
medida em que se aumentam as &reas de florestas substituidas por agricultura, a
construcdo de estradas, remocdo da cobertura vegetal, degradacdo de matas ciliares,
surgimento de camadas compactadas no solo entre outros fatores ambientais, aumentam
as frequéncias de inundagdes em areas florestais ou agricolas (DAT et al., 2004).

A saturacdo de agua do solo afeta negativamente o crescimento e o
desenvolvimento da maioria das plantas terrestres e pode até levar a morte (VISSER et
al., 2003). Muitos ecossistemas, especialmente nos tropicos, estdo sujeitos a episodios
de inundacdes que podem durar horas, dias e até meses. E o caso do Cerrado brasileiro,
onde ocorrem inundacdes na estacdo chuvosa, quando o lencol freatico atinge ou quase
atinge a superficie (OLIVEIRA et al, 2015).

A disponibilidade luminosa também tende a ser um fator altamente
heterogéneo em ambientes florestais. Devido ao significado ecoldgico da luz para
distribuicdo de plantas e manejo florestal, os efeitos interativos da disponibilidade de
luz e os estresses ambientais na fotossintese e crescimento de plantas foram descritos
para varias espécies arbdreas (SACK, 2004; ARANDA et al., 2005; PORTSMUTH e
NIINEMETS, 2006; MIELKE e SCHAFFER, 2010).

Nesse cenario, as plantas tém desenvolvido mecanismos complexos,
incluindo respostas em todos os niveis de organizacao, desde alteracBes fisiologicas,
morfoanatdbmicas, bioquimicas e etolégicas (comportamentais), bem como uma
combinacdo destas, que podem reduzir o efeito danoso do estresse e garantir o
crescimento e/ou sobrevivéncia sob condigdes de alagamento (MEDINA et al., 2009;
SILVA et al., 2012) e de diferentes luminosidades (CESAR et al., 2014; SILVA et al.,
2015).

A Copaifera langsdorffii Desf. € uma espécie encontrada em toda América
Latina, e no Brasil tem ocorréncia desde a Amazonia até as regides Centro-oeste e
Sudeste (PIERI et al., 2009). Pode ser encontrada nos mais diversos ambientes, desde
florestas de terra firme, terras alagadas, margens inundaveis dos rios e igarapés,
margens arenosas de lagos, até as matas de cerrado da regido central do Brasil (HECK
et al., 2012), o que torna a especie suscetivel as mais heterogéneas condicdes de
luminosidade e disponibilidade hidrica. Entretanto, dados sobre a interagdo entre

alagamento e disponibilidades luminosas séo escassos. Diante do exposto, objetivou-se
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com essa pesquisa avaliar o crescimento, a eficiéncia do aparato fotossintético e a
atividade antioxidante de mudas de Copaifera langsdorffii Desf. cultivadas sob
diferentes disponibilidades luminosas e periodos de alagamento sob a hipdtese de que
condicdes extremas de luminosidade e longos periodos de alagamento configurem

estresse para a espécie.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agréarias da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), no municipio de Dourados — MS, durante os
meses de outubro de 2016 a fevereiro de 2017. Foram utilizadas mudas de Copaifera
langsdorffii Desf. produzidas em tubetes, em viveiro telado com 70% de luminosidade
(Apéndice 1). Aos 30 dias da emergéncia das plantulas, as mudas foram transplantadas
para vasos com capacidade para 6 litros preenchidos com substrato cuja mistura foi
composta por volumes iguais de Bioplant®, vermiculita e Latossolo Vermelho
distroférrico (LVd) (1:1:1 v/v). Em cada vaso foram transplantadas duas mudas. Apds
mais 30 dias de aclimatacdo, os vasos foram transportados aos viveiros com 70% de luz,
30% de luz e a area de pleno sol e, posteriormente, iniciou-se o experimento. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, no esquema fatorial 3 x 2 x 3, sendo 3 disponibilidades luminosas (100%,
70% e 30% de luz), 2 condicdes de alagamento (alagadas e controle), 3 épocas de
avaliacdo (0, 45 e 90 dias) para o periodo que as plantas foram mantidas alagadas e duas
épocas de avaliacdo (45+45 e 90+45) para o periodo de recuperacao.

Para simular o alagamento, os vasos com as mudas foram acomodados em
tanque plastico e submersos com lamina d’4gua a uma altura de 2,0 cm do nivel do
substrato e, a cada 45 dias (45 e 90 dias), parte dos vasos foi retirada da condicdo de
alagamento e avaliada (Apéndice 3). Ao final de cada periodo de alagamento, as mudas
foram retiradas dos tanques plasticos para drenagem. Parte delas foi destinada as
avaliacOes laboratoriais e outra parte mantida a campo com irrigacdo a 75% da
capacidade de retencdo de agua (CRA) para a avaliacdo da recuperacdo das mudas,
realizada somente aos 45 dias ap0s a suspensao do alagamento (45+45 e 90+45). Foram
mantidas mudas para avaliagdo controle, irrigadas a cada dois dias com a quantidade de
agua suficiente para atingir 75% da CRA do sistema (SOUZA et al., 2000).
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Em cada periodo de avaliacéo (0, 45 e 90) e aos 45 dias ap0ds a suspensao do
alagamento (recuperacéo) (45 dias de alagamento + 45 dias de recuperacédo e 90 dias de
alagamento + 45 dias de recuperacdo), as mudas foram avaliadas quanto as taxas
fotossintética (A) e transpiratdria (E), condutancia estomatica (gs), gas carbonico interno
(Ci) e as relacgdes: eficiéncia do uso da agua — EUA (A/E), eficiéncia da carboxilacdo da
rubisco (A/Ci) e eficiéncia intrinseca do uso da agua — EIUA (A/gs) utilizando-se o
analisador de gases no infravermelho (IRGA), marca ADC, modelo LCi PRO
(Analytical Development Co. Ltda, Hoddesdon, UK); a eficiéncia quéntica potencial do
fotossistema Il (Fv/Fw), eficiéncia maxima do processo fotoquimico no fotossistema 11
(Fv/Fo) e producdo quantica basal dos processos ndo fotoquimicos do fotossistema Il
(Fo/Fwm) obtidas a partir de dados de fluorescéncia da clorofila a mensurados com o
auxilio do fluorimetro portatil modelo OS-30p (Opti-Sciences Chlorophyll Fluorometer,
Hudson, USA); o indice de clorofila utilizando o medidor de clorofila SPAD Konica-
Minolta 502.(SPAD) e o potencial hidrico das folhas (¥w) obtido a partir de leituras
realizadas em folhas individuais pertencentes ao segundo par de folhas totalmente
expandidas do apice para a base, entre 10 e 11horas da manha, usando uma camara de
pressdo tipo Scholander (Portable Plant Water Status Console - modelo 3115),
imediatamente apds a coleta das folhas. As avaliagBes foram realizadas em quatro
mudas por tratamento no periodo da manhd, entre 8 e 11 horas da manhd, em folhas
completamente expandidas e previamente marcadas, de modo que todas as medicGes
fossem sempre realizadas nas mesmas folhas, sendo considerados apenas os dados
medidos sob fluxo fotossintético de fotons (FFF) maior que 700 mmol m?2 st A
atividade das enzimas antioxidativas Superdxido dismutase, Peroxidase e Catalase nos
tecidos vegetais das folhas e raizes foram medidas segundo a metodologia descrita por
Broetto (2014).

Também foram avaliados: a altura de plantas, utilizando uma régua
graduada considerando a distancia mensurada da superficie do substrato até o meristema
apical da planta; o diametro do coleto, com um paquimetro digital de precisdo (0,001
mm); 0 comprimento da maior raiz, utilizando uma régua graduada; a area foliar com o
integrador de area foliar LI-COR® modelo LI 3100; o nimero de folhas e, por fim, o
indice de qualidade de Dickson (IQD) segundo a equacdo IQD = [massa seca
total/(altura/diametro + massa seca parte aérea/massa seca raiz)] (DICKSON et al.,
1960).
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Os resultados foram analisados utilizando o programa estatistico SISVAR
5.3 (FERREIRA, 2014) e os dados submetidos a analise de variancia. Os efeitos
significativos para as médias de cada disponibilidade luminosa e tempo de avalia¢do
durante os periodos de alagamento foram submetidos ao teste Tukey e para a condi¢édo
de alagamento e tempo de avaliacdo nos periodos de recuperacdo ao teste T de

Bonferroni, todos a 5% de probabilidade.

RESULTADOS

A fotossintese (A) apresentou interacdo entre os tratamentos avaliados tanto
nos periodos de avaliacdo durante o alagamento quanto nos periodos durante a
recuperagéo (Figura 1A), diminuindo com o alagamento das plantas e com redugao mais
acentuada e duradoura nas plantas alagadas sob restricdo de disponibilidade luminosa
(70% e 30%). Nos periodos de recuperacdo, as plantas sob 30% de luminosidade nao
apresentaram diferenca entre as plantas que haviam sido alagadas e as plantas controle,
indicando o restabelecimento da A. Esse restabelecimento ndo se repetiu nas outras
disponibilidades luminosas (100% e 70%), nos quais as plantas que haviam sido
alagadas permaneceram com menor A do que plantas controle.

A transpiracdo (E) apresentou efeito de interacBes entre condicdo de
alagamento e tempo de avaliacdo tanto durante os periodos de alagamento quanto nos
de recuperacdo, e as mudas alagadas apresentaram as menores médias em todos 0s
tempos de avaliacdo (Figura 1B). Durante o alagamento houve ainda a interacdo
sombreamento e tempo de avaliacdo, onde as mudas submetidas a 30% de luz
apresentaram as menores médias aos 45 e aos 90 dias (Figura 1C). Nos periodos de
recuperacdo houve ainda a interagcdo entre condicdo de alagamento e sombreamento,
onde as plantas controle apresentaram menor E na disponibilidade luminosa de 30%
(Figura 1C).
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Figura 1. Fotossintese liquida — A (A) e transpiracdo — E (B e C) de mudas de
Copaifera langsdorffii Desf. submetidas a diferentes tempos de avaliacdo das condigdes
de alagamento e disponibilidades luminosas, durante os periodos de alagamento e aos
45 dias ap0ds sua suspensdo. Letras maiusculas comparam a disponibilidade luminosa
dentro da mesma condicdo de alagamento e tempo (Tukey, p<0,05); letras mindsculas
comparam os tempos de alagamento dentro da mesma intensidade luminosa e condigédo
de alagamento (Tukey, p<0,05 durante o alagamento e Bonferroni, p<0,05 durante a
recuperacdo) e asteriscos comparam as condi¢gdes de alagamento dentro do mesmo
tempo e intensidade luminosa (T de Bonferroni, p<0,05).
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Nos periodos em que as plantas foram mantidas sob alagamento, a
condutancia estomética (gs) manteve-se menor e ndo variou entre 0s niveis de
sombreamento e foi menor entre as plantas controle sob 30% de luz (Figura 2A). J& nos
periodos de recuperacdo houve diferencas significativas nos fatores isolados, sendo que
as plantas alagadas por 45 dias e mantidas sob 30% de disponibilidade luminosa tiveram

as menores gs (Figura 2B).
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Figura 2. Condutancia estomatica - gs de mudas de Copaifera langsdorffii Desf.
submetidas a diferentes tempos de avaliagdo das condicbes de alagamento e
disponibilidades luminosas, durante os periodos de alagamento (A) e aos 45 dias apés
sua suspensdo (B). Letras maiusculas comparam a disponibilidade luminosa dentro da
mesma condicao de alagamento e tempo (Tukey, p<0,05); letras minasculas comparam
os tempos de alagamento dentro da mesma intensidade luminosa e condicdo de
alagamento (Tukey, p<0,05 durante o alagamento e Bonferroni, p<0,05 durante a
recuperacdo) e asteriscos comparam as condicdes de alagamento dentro do mesmo
tempo e intensidade luminosa (T de Bonferroni, p<0,05).
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A concentragdo interna de CO2 (Ci) foi maior e se manteve mais elevada nas
plantas que foram alagadas, com excecdo das mudas mantidas a 30% de luz aos 90 dias,
onde a Ci do controle foi maior (Figura 3A). Durante os periodos de recuperagdo houve
interacdo entre % de luz e condicdo de alagamento (Figura 3A), com maior Ci nas
plantas controle sob 30% de luz. A eficiéncia da carboxilacdo da rubisco (A/Ci)
apresentou interagdo tripla entre os tratamentos tanto durante o periodo de alagamento
quanto na recuperagdo (Figura 3B). Menores A/Ci foram encontradas em plantas
alagadas, com excecdo das plantas sob 30% de luz mantidas sob alagamento por 90

dias, tanto durante o alagamento quanto na recuperacao.
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Figura 3. Concentracgdo interna de CO2 — Ci (A) de mudas de Copaifera langsdorffii
Desf. submetidas a diferentes tempos de avaliacdo das condicGes de alagamento e
disponibilidades luminosas, durante os periodos de alagamento (A) e aos 45 dias apés
sua suspensdo (B). Letras maiusculas comparam a disponibilidade luminosa dentro da
mesma condicao de alagamento e tempo (Tukey, p<0,05); letras minGsculas comparam
os tempos de alagamento dentro da mesma intensidade luminosa e condicdo de
alagamento (Tukey, p<0,05 durante o alagamento e Bonferroni, p<0,05 durante a
recuperacdo) e asteriscos comparam as condi¢cdes de alagamento dentro do mesmo
tempo e intensidade luminosa (T de Bonferroni, p<0,05).
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As plantas alagadas apresentaram menor eficiéncia no uso da agua (EUA)
que as plantas controle tanto aos 45 quanto aos 90 dias (Figura 4A). No periodo de
recuperacdo, a EUA foi maior nas plantas controle sob 70% de luz aos 90 dias. A
eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA) foi menor nas plantas mantidas alagadas por
45 e 90 dias (Figura 4B) e na recuperacdo, as mudas previamente alagadas

apresentaram maior EIUA que as plantas controle.
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Figura 4. Eficiéncia do uso da 4gua — EUA (A) e eficiéncia intrinseca do uso da dgua —
EIUA (B) de mudas de Copaifera langsdorffii Desf. submetidas a diferentes tempos de
avaliagdo das condicOes de alagamento e disponibilidades luminosas, durante os
periodos de alagamento (A) e aos 45 dias apo6s sua suspensao (B). Letras maiusculas
comparam a disponibilidade luminosa dentro da mesma condi¢do de alagamento e
tempo (Tukey, p<0,05); letras minusculas comparam os tempos de alagamento dentro
da mesma intensidade luminosa e condicdo de alagamento (Tukey, p<0,05 durante o
alagamento e Bonferroni, p<0,05 durante a recuperacdo) e asteriscos comparam as
condi¢cdes de alagamento dentro do mesmo tempo e intensidade luminosa (T de
Bonferroni, p<0,05).

As menores eficiéncia quéantica potencial do fotossistema Il (Fv/Fwm) €
eficiéncia méaxima do processo fotoquimico no fotossistema Il (Fv/Fo) foram

encontradas nas plantas submetidas ao alagamento. Ja para producdo quantica basal dos
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processos ndo fotoquimicos do fotossistema Il (Fo/Fw) as plantas alagadas apresentaram

0s maiores valores (Figura 5).
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5. Eficiéncia quéntica potencial do fotossistema Il — Fv/Fum (A), eficiéncia

maxima do processo fotoquimico no fotossistema |- Fv/Fo (B) e producdo quantica
basal dos processos ndo fotoquimicos do fotossistema Il- Fo/Fm (C) de mudas de
Copaifera langsdorffii Desf. submetidas a diferentes tempos de avaliacdo das condicOes
de alagamento e disponibilidades luminosas, durante os periodos de alagamento (A) e
aos 45 dias ap6s sua suspensao (B). Letras mailsculas comparam a disponibilidade
luminosa dentro da mesma condicdo de alagamento e tempo (Tukey, p<0,05); letras
minusculas comparam os tempos de alagamento dentro da mesma intensidade luminosa
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e condicdo de alagamento (Tukey, p<0,05 durante o alagamento e Bonferroni, p<0,05
durante a recuperacdo) e asteriscos comparam as condigdes de alagamento dentro do
mesmo tempo e intensidade luminosa (T de Bonferroni, p<0,05).

A das mudas sob 70% de luminosidade e alagadas apresentaram reducéo
significativa do indice de clorofila, no entanto, durante o periodo de recuperacdo essas
mesmas mudas igualaram-se as plantas controle (Figura 6A). Sob 100 e 30 % de luz as
plantas ndo recuperaram o indice de clorofila ap6s a suspensdo do alagamento. Durante
o0 alagamento e na recuperacdo, maiores indices de clorofila foram encontrados sob 30%
de luz (Figura6 B).
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Figura 6. Clorofila — SPAD de mudas de Copaifera langsdorffii Desf. submetidas a
diferentes tempos de avaliacdo das condicbes de alagamento e disponibilidades
luminosas, durante os periodos de alagamento e aos 45 dias apds sua suspensdo. Letras
mailsculas comparam a disponibilidade luminosa dentro da mesma condi¢do de
alagamento e tempo (Tukey, p<0,05); letras minusculas comparam o0s tempos de
alagamento dentro da mesma intensidade luminosa e condi¢cdo de alagamento (Tukey,
p<0,05 durante o alagamento e Bonferroni, p<0,05 durante a recuperacao) e asteriscos
comparam as condicOes de alagamento dentro do mesmo tempo e intensidade luminosa
(T de Bonferroni, p<0,05).
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O potencial hidrico (W) foi menor nas mudas alagadas tanto por 45 quanto
90 dias. O mesmo comportamento se repetiu durante a recuperagéo, quando apenas as
mudas mantidas sob 30% de luz e alagamento por 90 dias se igualam as plantas controle

apos 45 dias de recuperacao.
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Figura 7. Potencial hidrico — Pw de mudas de Copaifera langsdorffii Desf. submetidas
a diferentes tempos de avaliacdo das condicOes de alagamento e disponibilidades
luminosas, durante os periodos de alagamento e aos 45 dias apds sua suspensdo. Letras
mailsculas comparam a disponibilidade luminosa dentro da mesma condi¢do de
alagamento e tempo (Tukey, p<0,05); letras mindsculas comparam os tempos de
alagamento dentro da mesma intensidade luminosa e condicdo de alagamento (Tukey,
p<0,05 durante o alagamento e Bonferroni, p<0,05 durante a recuperacao) e asteriscos
comparam as condi¢des de alagamento dentro do mesmo tempo e intensidade luminosa
(T de Bonferroni, p<0,05).

A atividade da Peroxidase nas folhas (POD folhas) se manteve maior nas
mudas sob alagamento e ap6s os 45 dias da suspensdo do alagamento. Nas raizes, a
POD foi maior nas mudas alagadas e sob 100 e 30% de luminosidade e manteve esse
comportamento mesmo apds os 45 dias da suspensdo do alagamento (Figuras 8 A e
8B).
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Figura 8. Atividade enzimatica de Peroxidase nas folhas (POD folhas) (A) e raizes
(POD raizes) (B) de mudas de Copaifera langsdorffii Desf. submetidas a diferentes
tempos de avaliacdo das condi¢cdes de alagamento e disponibilidades luminosas, durante
os periodos de alagamento e aos 45 dias apOs sua suspensdo. Letras mailsculas
comparam a disponibilidade luminosa dentro da mesma condi¢do de alagamento e
tempo (Tukey, p<0,05); letras minusculas comparam os tempos de alagamento dentro
da mesma intensidade luminosa e condi¢do de alagamento (Tukey, p<0,05 durante o
alagamento e Bonferroni, p<0,05 durante a recuperacdo) e asteriscos comparam as
condi¢cdes de alagamento dentro do mesmo tempo e intensidade luminosa (T de
Bonferroni, p<0,05).

A atividade da Superédxido dismutase (SOD) nas folhas foi maior nas plantas
alagadas e aumentou com o periodo de alagamento, sendo assim maior aos 90 dias de
alamento. Durante o periodo de recuperacdo, as mudas alagadas pelos dois periodos e
mantidas sob 100% de luz mantiveram a maior atividade da SOD (Figura 9A). Nas
raizes, plantas alagadas tiveram maior atividade de SOD tanto durante o periodo de

alagamento quanto na recuperacao (Figura 9B).
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Figura 9. Atividade enzimatica de Superdxido dismutase nas folhas (SOD folhas) (A) e
raizes (SOD raizes) (B) de mudas de Copaifera langsdorffii Desf. submetidas a
diferentes tempos de avaliacdo das condi¢cbes de alagamento e disponibilidades
luminosas, durante os periodos de alagamento e aos 45 dias apds sua suspensdo. Letras
mailsculas comparam a disponibilidade luminosa dentro da mesma condi¢do de
alagamento e tempo (Tukey, p<0,05); letras mindsculas comparam o0s tempos de
alagamento dentro da mesma intensidade luminosa e condicdo de alagamento (Tukey,
p<0,05 durante o alagamento e Bonferroni, p<0,05 durante a recuperacdo) e asteriscos
comparam as condi¢des de alagamento dentro do mesmo tempo e intensidade luminosa
(T de Bonferroni, p<0,05).

De maneira semelhante a SOD, a atividade da Catalase tanto das folhas
quanto das raizes apresentou maior atividade nas mudas submetidas a alagamento e se

manteve durante os 45 dias ap06s a suspensdo do alagamento.
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Figura 10. Atividade enzimatica de Catalase nas folhas (CAT folhas) (A) e raizes (CAT
raizes) (B) de mudas de Copaifera langsdorffii Desf. submetidas a diferentes tempos de
avaliacdo das condicbes de alagamento e disponibilidades luminosas, durante os
periodos de alagamento e aos 45 dias apds sua suspensao. Letras maitsculas comparam
a disponibilidade luminosa dentro da mesma condicdo de alagamento e tempo (Tukey,
p<0,05); letras minGsculas comparam os tempos de alagamento dentro da mesma
intensidade luminosa e condicdo de alagamento (Tukey, p<0,05 durante o alagamento e
Bonferroni, p<0,05 durante a recuperagdo) e asteriscos comparam as condicOes de
alagamento dentro do mesmo tempo e intensidade luminosa (T de Bonferroni, p<0,05).

A altura de plantas foi menor em plantas mantidas sob pleno sol e alagadas
por 45 dias (Figura 11A). Durante a recuperacdo, apenas as plantas sob 30% de luz
igualaram sua altura as plantas controle. O diametro do coleto (Figura 11B) foi menor
nas mudas alagadas em ambos os periodos. Na recuperacdo, apenas as plantas mantidas
a 30% de luz apds a suspensdo do alagamento apresentaram menores alturas quando

comparadas ao controle.
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Figura 11. Altura de plantas (A) e didmetro do coleto (B) de mudas de Copaifera
langsdorffii Desf. submetidas a diferentes tempos de avaliacdo das condicdes de
alagamento e disponibilidades luminosas, durante os periodos de alagamento e aos 45
dias apds sua suspensdo. Letras maiusculas comparam a disponibilidade luminosa
dentro da mesma condicéo de alagamento e tempo (Tukey, p<0,05); letras minusculas
comparam os tempos de alagamento dentro da mesma intensidade luminosa e condicéo
de alagamento (Tukey, p<0,05 durante o alagamento e Bonferroni, p<0,05 durante a
recuperacdo) e asteriscos comparam as condi¢cdes de alagamento dentro do mesmo
tempo e intensidade luminosa (T de Bonferroni, p<0,05).

As plantas alagadas tiveram menor comprimento da maior raiz (CMR) tanto
durante o alagamento quanto na recuperacao, sendo que, durante o alagamento, o CMR
aumentou com o tempo (Figura 12 A).

A éarea foliar foi menor em todas as plantas alagadas e nas mantidas a 100%
de luminosidade, e apds 45 dias de recuperacdo apenas as plantas alagadas por 45 dias e

cultivadas sob 30% de luz igualaram-se ao controle (Figura 12 B).
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Figura 12. Comprimento da maior raiz (CMR) (A), Area foliar (B), nimero de folhas
(C) de mudas de Copaifera langsdorffii Desf. submetidas a diferentes tempos de
avaliacdo das condicGes de alagamento e disponibilidades luminosas, durante os
periodos de alagamento e aos 45 dias ap0s sua suspensao. Letras maitsculas comparam
a disponibilidade luminosa dentro da mesma condicéo de alagamento e tempo (Tukey,
p<0,05); letras mindsculas comparam os tempos de alagamento dentro da mesma
intensidade luminosa e condicdo de alagamento (Tukey, p<0,05 durante o alagamento e
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Bonferroni, p<0,05 durante a recuperacdo) e asteriscos comparam as condicOes de
alagamento dentro do mesmo tempo e intensidade luminosa (T de Bonferroni, p<0,05).

O numero de folhas foi maior nas mudas controle e sob sombreamento, e
apo6s a suspensdo do alagamento nas mudas previamente alagadas por 90 dias e
mantidas a 30% de luminosidade (Figura 12 C).

O indice de qualidade de Dickson (IQD) foi maior nas mudas controle aos
90 dias, e nas mudas submetidas a 70% de luz (Figura 13A). No periodo de
recuperacdo, o 1QD foi maior nas plantas controle, quando mantidas sob 100% de luz e

nas plantas em recuperacdo apos 90 dias de alagamento (Figura e 13B).
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Figura 13. indice de qualidade de Dickson — IQD de mudas de Copaifera langsdorffii
Desf. submetidas a diferentes tempos de avaliacdo das condicOes de alagamento e
disponibilidades luminosas, durante os periodos de alagamento e aos 45 dias ap0s sua
suspensdo. Letras maiusculas comparam a disponibilidade luminosa dentro da mesma
condicdo de alagamento e tempo (Tukey, p<0,05); letras mindsculas comparam o0s
tempos de alagamento dentro da mesma intensidade luminosa e condicéo de alagamento
(Tukey, p<0,05 durante o alagamento e Bonferroni, p<0,05 durante a recuperacao) e
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asteriscos comparam as condi¢Oes de alagamento dentro do mesmo tempo e intensidade
luminosa (T de Bonferroni, p<0,05).

DISCUSSAO

A fotossintese liquida (A) foi afetada negativamente pelo alagamento e pelo
sombreamento tanto durante o alagamento quanto apds a suspensdo do alagamento, na
recuperacdo. Isso demonstra que periodos de alagamento superiores a 45 dias e
sombreamento, especialmente na intensidade luminosa de 30% podem ser prejudiciais a
manutencdo da taxa fotossintética em C. langsdorffii. Comportamento semelhante foi
observado para a transpiracdo (E) durante o periodo de alagamento.

O reflexo desses valores pode ser observado no comportamento da
eficiéncia do uso da agua (EUA) para ambos os tempos de alagamento. O mesmo
comportamento ndo se repete no periodo de recuperacdo, devido ao aumento mais
evidente de A que ndo foi acompanhado pela E nas mesmas propor¢des, causando
aumento da EUA nas plantas alagadas, principalmente sob pleno sol ou intensidade
luminosa de 70%. Este comportamento na EUA em ambos os periodos de recuperacao
ao alagamento, indica que ao ser exposta a condi¢fes de excesso de agua por até 90 dias
a espécie consegue, quando cessada a condicdo de estresse, se recuperar e apresentar
resultados para estas trés caracteristicas muito préximos e até mesmo superiores as
mudas controle. Maiores valores de EUA indicam maior plasticidade fisiol6gica das
espécies diante das adversidades as quais sdo expostas (LI et al., 2008; SILVA et al.,
2008).

A EIUA foi menor nas plantas alagadas durante os periodos de alagamento,
no entanto, em resposta ao aumento da fotossintese, foi maior que o controle durante a
recuperacdo. O aumento dos valores de EIUA durante a recuperacdo das mudas apos o
alagamento reforca o fato de que as mudas suportam o alagamento por
aproximadamente 90 dias, uma vez que, aumentos nessa caracteristica se traduzem na
maior capacidade que as plantas possuem de se estabelecerem/sobreviverem em
ambientes de estresse (CERNUSAK et al., 2007; FERREIRA et al., 2012).

A concentracéo interna de carbono (Ci) foi maior nas plantas alagadas tanto
no periodo de alagamento quanto de recuperacéo, e superior na intensidade luminosa de
30% em quase todos os periodos avaliados, apesar da baixa condutancia estomatica (gs)

em todas essas condi¢cBes. Como consequéncia disso e da menor fotossintese, menores
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taxas de eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco (A/Ci) foram observadas nas mudas
alagadas.

A baixa gs ocorre como resultado da diminuicdo da absor¢do de agua das
raizes através de reducbes na condutividade hidraulica da raiz (AROCA et al., 2011). O
declinio na gs pode ter efeito protetor, permitindo a planta economizar e melhorar a
eficiéncia do uso da agua (CHAVES et al., 2009). Menores valores de A/Ci podem
acontecer devido aos danos que condi¢bes prolongadas de hipoxia no substrato
ocasionam ao aparato fotossintético das mudas expostas ao alagamento por maior
periodo de tempo, 0 que pode comprometer e reduzir a atividade da Rubisco (FLEXAS
et al., 2006; XU et al., 2009), podendo ocorrer o0 mesmo sob menores intensidades
luminosas (RONQUIM, 2009). Apesar do comportamento na Ci se manter no periodo
pos-alagamento, a recuperacao dos valores de A provocou um aumento de A/Ci (Figura
3B), especialmente nas plantas que foram alagadas por 90 dias.

Quanto as variaveis relacionadas a fluorescéncia da clorofila a, houve uma
diferenca muito acentuada entre as mudas controle e as alagadas, independentemente do
tempo de alagamento. Segundo Baker e Rosenqvst (2004), os valores de referéncia para
a eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il (Fv/Fwm) oscilam entre 0,750 e 0,850
quando os centros de reacdo do fotossistema Il estdo intactos, entretanto, tais valores
estdo sujeitos a uma margem de variacdo que depende, dentre outros fatores, da espécie
em estudo, de seus mecanismos fisioldgicos e do seu local de crescimento (LI et al.,
2004; ZANANDREA et al., 2006). Apesar de ndo estarem tdo abaixo dos valores de
referéncia, com média de 0,739 aos 45 dias de alagamento, e 0,731 aos 90 dias, 0s
valores de Fv/Fm das mudas alagadas séo inferiores aos das mudas controle, podendo
indicar a ocorréncia de danos reversiveis aos centros de reacdo do fotossistema Il, o que
implica, como observado anteriormente, em decréscimos acentuados da fotossintese. O
aumento de Fv/Fm durante a recuperacdo das mudas que foram submetidas ao
alagamento possibilitou alcancar o valor de referéncia, porém, ainda assim,
permaneceram menores que o controle.

Comportamento semelhante foi observado para a eficiéncia méaxima do
processo fotoquimico no fotossistema Il (Fv/Fo), indicando mais uma vez que houve
prejuizos ao aparato fotossintético das plantas. Esta relagédo é utilizada para amplificar
as pequenas variagOes detectadas na relagédo Fv/Fwm, sendo um indicador mais sensivel as
mudangas de funcionalidade do fotossistema II, (REIS e CAMPOSTRINI, 2011,

HERRERA, 2013). Os valores de referéncia para Fv/Fo que refletem a manutencdo do
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bom estado de funcionalidade dos centros de reacéo do fotossistema Il estdo entre 4 e 6
(ROHACEK, 2002). No periodo de recuperacio, as plantas alagadas mantiveram-se
menores as plantas controle e ndo atingiram os valores de referéncia citados acima,
confirmando um possivel dano ao aparato fotossintético das mudas. As mudas alagadas
apresentaram maior producdo quantica basal dos processos ndo fotoquimicos do
fotossistema Il (Fo/Fwm), tanto durante o alagamento quanto no periodo de recuperacao.
Os valores medios de referéncia dessa caracteristica se situam entre 0,14 e 0,20 e varios
autores sugerem que 0 aumento desta relacdo é um indicativo de estresse (ROHACEK,
2002).

Quanto a clorofila, as plantas submetidas a 30% de luz apresentaram as
maiores médias, tanto no periodo de alagamento quanto na recuperacao. Esse pode ser
um efeito compensatério para a pequena quantidade de luz disponivel, aumentando,
assim, a absorcdo de luz e a producdo de fotoassimilados (MIELKE e SCHAFFER,
2010; SILVA et al., 2015).

O alagamento de C. langsdorffii reduziu o ¥w, o que refletiu nas reducdes
da gs e E pelo fechamento estomatico, 0 que sugere um mecanismo para regular o
balanco hidrico das plantas (ASHRAF, 2003; STRIKER, 2012), no entanto, outros
autores ndo encontraram correlacdo significativa entre a condutancia estomatica e o
potencial hidrico das folhas (ASHRAF e ARFAN, 2005; ASHRAF, 2012). As plantas
submetidas a 45 e 90 dias de alagamento apresentaram aumento dos valores do ¥w em
todos os niveis de sombreamento durante o periodo de recuperacéo, sugerindo potencial
restabelecimento.

A condicdo estressante provocada pelo alagamento pode também ser
comprovada ao se avaliar a atividade das enzimas antioxidantes. As mudas de C.
langsdorffii apresentaram aumento acentuado da producdo de POD, SOD e CAT tanto
nas folhas quanto nas raizes para as condi¢des de alagamento ao longo do tempo, com
0s maiores valores durante os periodos de alagamento para as plantas submetidas a essa
condigéo por 90 dias. A producgéo dessas enzimas antioxidantes tanto nas folhas quanto
nas raizes possibilita a recuperacdo do metabolismo fotossintético e retomada do
crescimento das plantas apds a suspensdo do alagamento.

Quando submetidas a condigdes abidticas estressoras as plantas podem
produzir espécies reativas do oxigénio (ERO) que alteram o metabolismo celular
causando danos aos carboidratos, proteinas, &cidos nucleicos e a peroxidagdo de

lipideos e de membranas, danificando inclusive componentes celulares como, por
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exemplo, o complexo do PS II, além de acarretar a perda de ions, hidrolise de proteinas
e comprometimento ao DNA (ASHRAF, 2012). Todas as plantas tém a capacidade de
se desintoxicar dos efeitos adversos de ERO produzindo diferentes tipos de
antioxidantes, tais como as enzimas superéxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) e
catalase (CAT), deste modo, tal atividade enzimética constitui-se num importante
parametro para se quantificar as respostas das plantas aos estresses ambientais
(ASHRAF, 2012; TAIZ e ZEIGER, 2013).

As mudas alagadas apresentaram maior altura sob menor disponibilidade
luminosa, entretanto, o diametro do coleto ndo acompanhou esse crescimento. O maior
crescimento em altura em menores intensidades luminosas é um importante mecanismo
de adaptacdo das plantas, pois serve como uma estratégia para escapar do
sombreamento (MORAES NETO et al.,, 2000; REIS et al., 2016). Resultados
semelhantes para C. langsdorffii foram encontrados por Dutra et al. (2012), que
observaram uma resposta linear crescente para a altura de plantas com elevacdo dos
niveis de sombreamento. Entretanto, considerando que o didmetro ndo acompanhou
esse crescimento, sugere-se que houve estiolamento, o que pode ser importante para a
sobrevivéncia em habitat natural, mas ndo € uma caracteristica desejavel para a
producdo de mudas (SILVA et al., 2015).

As plantas apresentaram crescimento da maior raiz (CMR) durante o
periodo experimental tanto sob alagamento quanto no pos-alagamento embora as
plantas controle tenham apresentaram maior CMR. Plantas alagadas podem utilizar
como recurso a deterioracdo do sistema radicular principal para fornecer energia para o
desenvolvimento de um sistema radicular melhor adaptado a condicdo de estresse
(STEFFENS et al., 2006).

Menor numero de folhas e area foliar foram encontrados nas mudas que
passaram por alagamento. Isso pode ser explicado pelo fato de que, nessas condicdes,
muitas espécies realocam seus fotoassimilados para compensarem a baixa
disponibilidade de energia e suprimentos e deixam de destina-los, por exemplo, para a
formacédo de novos brotos, folhas e também para a expansdo da area foliar (OLIVEIRA
e JOLY, 2010). E interessante observar que plantas submetidas a 70% e 30% de luz
durante o periodo de alagamento e de recuperacdo apresentaram maior numero de
folhas, corroborando com os resultados encontrados por Reis et al. (2016) na mesma
espécie, que ao final do periodo experimental encontrou maior numero de folhas nas

mudas sombreadas. O maior nimero de folhas de mudas observadas sob sombra, devido
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ao melhor microclima, favorece a taxa fotossintética resultando em maior acumulagéo
de carboidratos e aceleracdo do crescimento foliar (SILVA et al., 2015).

Embora o IQD tenha sido menor nas plantas alagadas e variado com 0s
sombreamentos durante o alagamento, € interessante ressaltar que mesmo 0S menores
indices nesses periodos foram superiores a 0,20 valor minimo recomendado (HUNT,
1990). Isso se repete no periodo de recuperacdo, onde todas as plantas ultrapassaram
esse valor (Figura 13B). Isso pode indicar que as mudas apresentaram qualidade
suficiente para o plantio no campo, entretanto, é necessario ter cautela e considerar esse
valor em relacdo a cada espeécie e condicdes de cultivo (AZEVEDO et al., 2010). O 1QD
é um parametro utilizado para expressar a qualidade das mudas, pois define o vigor e a
distribuicdo da biomassa, com a consideracdo simultdnea de muitas caracteristicas,
portanto quanto maior o I1QD, melhor a qualidade das mudas (CESAR et al., 2014;
SILVA et al., 2015).

CONCLUSAO

As mudas de C. langsdorffii Desf. sobrevivem, sem dano visivel, sob
alagamento de até 90 dias e por até 45 dias ap0s a retirada do alagamento.

A espécie também suporta sombreamento, sobrevivendo em condicdo de
apenas 30% da disponibilidade luminosa, mesmo apresentando redu¢do no metabolismo
fotossintético.

As plantas apresentam aumento da atividade das enzimas antioxidantes
tanto nas folhas quanto nas raizes diante de ambiente estressor.

Aos 45 dias apos a suspensdo dos periodos de alagamento aos quais foram
submetidas, as mudas ndo recuperam a maior parte das caracteristicas avaliadas. No
entanto, a auséncia de mortalidade indica potencial de recuperacdo, tornando necessaria

a avaliacdo da recuperacdo das plantas por um periodo maior.
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CONSIDERACOES FINAIS

Mudas de C. langsdorffii submetidas a restricdo hidrica, alagamento e
intensidades luminosas extremas apresentam queda do status fisiolégico durante os
periodos em que foram submetidas as condicGes estressantes. Ainda que nem todas as
caracteristicas avaliadas tenham se recuperado ap0s a suspensdo do estresse, o fato da
planta sobreviver e continuar se desenvolvendo, mesmo que ndo tanto quanto o
controle, indica que C. langsdorffii tolera as condi¢des de déficit hidrico e luminoso as
quais foi submetida.

A aplicacdo de ABA traz resultados positivos para a recuperacdo da planta,
no entanto, por ser uma espécie com alta capacidade de sobrevivéncia, o0 ABA exdgeno
ndo é essencial, pois a espécie conseguiu tolerar o déficit hidrico mesmo sem a
aplicacdo deste regulador de crescimento.

C. langsdorffii € uma espécie robusta e promissora especialmente para
utilizacdo em areas de reflorestamento. A plasticidade encontrada no presente trabalho
indica que a espécie pode ser utilizada pra reflorestar desde campos abertos de Cerrado,
que sofrem de secas ocasionais prolongadas, até areas de mata ciliar, proximas a leitos

de rios e que podem sofrer inundagdes ocasionais.
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APENDICES

Apéndice 1. Producdo de mudas de Copaifera langsdorffii Desf.
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Apéndice 2. Mudas de Copaifera langsdorffii Desf. apds a aplicacdo de ABA (A),

submetidas a restri¢do hidrica e analisadas em laboratoério (B e C) e sendo avaliadas no
campo com IRGA.



68

Apéndice 3. Mudas de Copaifera langsdorffii Desf. durante o alagamento (A e B) e

apos a retirada para avaliacdo (C e D).



