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RESUMO 

 

 

HARGUINDEGUY, Ignácio, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, Julho de 2013. 

Respostas fisiológicas à hipóxia e a manganês em clones de eucalipto com 

tolerância diferencial à Seca de Ponteiros do Vale do Rio Doce. Orientador: 

Roberto Ferreira Novais. Coorientador: Wagner L. Araújo 

 

A Seca de Ponteiros do Eucalipto do Vale do Rio Doce (SPEVRD) é uma anomalia 

que afeta cultivos de eucalipto em várias regiões do Brasil, cujas causas ainda não 

são completamente entendidas. Os sintomas deste distúrbio ocorrem na época de 

transição do período chuvoso para o seco, em maior incidência em áreas com 

drenagem deficiente e elevação do lençol freático quando precedidos por uma intensa 

época chuvosa. Em adição, o acúmulo de Mn também parece estar relacionado à 

SPEVRD, observando-se teores mais elevados deste nutriente nas folhas das plantas 

com sintomas. Assim, a presente proposta teve como objetivo compreender as 

possíveis causas iniciais da SPEVRD bem como identificar possíveis mecanismos 

fisiológicos, enzimáticos e, ou, fermentativos de tolerância superior do clone de 

Eucalyptus 2719 a esta anomalia, em relação ao clone sensível híbrido de urograndis 

1213. Foi conduzido um experimento em hidroponia, em esquema fatorial 2 x 2 x 2 

com dois clones (2719 e 1213), duas concentrações de O2 (8 e 4 mg L
-1

) e duas de 

Mn (1,39 e 300 mg L
-1

), utilizando-se três repetições em delineamento em blocos 

casualisados. Foram utilizadas mudas com aproximadamente 40 dias de idade 

mantidas em solução nutritiva de Clark por mais 30 dias e em seguida foram 

aplicados os tratamentos por 11 dias. Ao final, avaliaram-se as trocas gasosas das 

plantas e amostras de folhas e raízes foram coletadas. Ambos os clones tiveram 

reduções na produção de matéria seca de raízes por efeito da hipóxia, mas apenas o 

tolerante (2719) suspendeu o crescimento das folhas, mantendo a proporção entre 

folhas e raízes semelhante independente do tratamento, enquanto o sensível (1213) 

teve um aumento dessa relação devido à queda de produção de raízes e manutenção 

do crescimento aéreo. O clone sensível acumulou mais Mn nas folhas novas em 

relação ao clone tolerante. Em ambos os clones, a taxa fotossintética e a condutância 

estomática foram reduzidas pela hipóxia, sendo que a concentração interna de 

carbono manteve-se alta, indicativo de limitações bioquímicas à fotossíntese. Em 

função da manutenção dos teores de clorofilas danos celulares podem acontecer caso 
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a energia absorvida não seja dissipada corretamente. Estes danos foram comprovados 

pela elevação dos teores de malonaldeído (MDA) nas folhas do clone sensível, fato 

não observado no tolerante. Em folhas, embora a atividade da superóxido dismutase 

(SOD) tenha sido superior no clone tolerante, tanto a atividade da catalase quanto a 

capacidade antioxidante total foram similares entre os clones, evidenciando que o 

clone tolerante provavelmente evita os danos por mecanismos preventivos à 

formação das espécies reativas de oxigênio (ERO) e não apenas desintoxicando-as. 

Nas raízes, os teores de MDA foram também superiores no clone sensível, 

especialmente no tratamento com excesso de Mn. O clone tolerante teve uma maior 

atividade da SOD e maior capacidade antioxidante nas raízes. As atividades da álcool 

desidrogenase (ADH), da alanina transaminase (AlaT) e da aspartato transaminase 

(AspT) elevaram-se sob hipóxia, com maior elevação da ADH no clone sensível, que 

demostra possuir um metabolismo mais intenso, o que explica ao menos 

parcialmente, os maiores danos. O clone tolerante ativa respostas características de 

quiescência, traduzindo-se em maior sobrevivência de raízes profundas em condições 

de hipóxia. Tomados em conjunto, essa resposta deve conferir ao clone tolerante à 

SPEVRD maior tolerância também ao déficit hídrico, evitando danos e desordens 

nutricionais que podem levar ao surgimento dos sintomas da SPEVRD. Por outro 

lado, o clone sensível possui respostas de escape à hipóxia, que em campo podem lhe 

conferir maior susceptibilidade ao déficit hídrico, como também ao excesso de Mn 

nas folhas e iniciar possíveis danos e processos que provoquem esta anomalia. 
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ABSTRACT 

 

 

HARGUINDEGUY, Ignácio, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July 2013. 

Physiological responses to hypoxia and manganese in eucalyptus clones with 

differential tolerance to Shoot Dieback of Eucalyptus in Vale do Rio Doce. 

Adviser: Roberto Ferreira Novais. Co-adviser: Wagner L. Araújo 

 

 

The Shoot Dieback of Eucalyptus in Vale do Rio Doce (Seca de Ponteiros do 

Eucalipto do Vale do Rio Doce - SPEVRD) is a physiological disorder which affects 

eucalyptus plantations in several regions of Brazil, whose causes are still not fully 

understood. The symptoms of this disorder occur in the transition from the rain 

season to the dry season, with higher incidence in areas with poor drainage and 

higher water table when preceded by an intense rainy season. In addition, the 

accumulation of Mn also seems to be related to SPEVRD, observing higher levels of 

this nutrient in plant leaves with symptoms. Thus, this proposal was aimed at 

understanding the possible initial causes of SPEVRD as well as identify possible 

physiological, enzymatic and, or, fermentation mechanisms that confer greater 

tolerance of Eucalyptus clone 2719 to this anomaly in relation to sensitive clone 

hybrid urograndis 1213. A hydroponic experiment was conducted with a factorial 2 x 

2 x 2 with two clones (2719 and 1213), two concentrations of O2 (8 e 4 mg L
-1

) and 

two Mn (1,39 e 300 mg L
-1

) using three replicates in randomized block design. 

Seedlings around 40 day old were maintained in Clark nutrient solution for 30 days 

and then treatments were applied for 11 days. At the end, it was evaluated gas 

exchange rate and leaves and roots were collected. The hypoxia affected both clones 

reducing root dry matter production, but only the tolerant clone suspended leaf 

growth, keeping the proportion between leaves and roots similar regardless the 

treatment, while the sensitive clone had an increase in this ratio due to the decrease 

production of roots and maintenance of leaf growth. The sensitive clone had higher 

concentrations of Mn in young leaves compared to the tolerant one. In both clones, 

the photosynthesis rate and stomatal conductance were reduced by hypoxia, but the 

internal carbon concentration remained high, indicating biochemical limitations to 

photosynthesis. Due to the maintenance of chlorophyll contents, cellular damage can 

occur if the absorbed energy is not properly dissipated. These damages were proven 
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by higher levels of malondialdehyde (MDA) in sensitive clone leaves, which 

increase was not observed in tolerant leaves. In leaves, although the superoxide 

dismutase (SOD) activity was higher in tolerant clone, both catalase activity and total 

antioxidant capacity were similar between clones, indicating that the tolerant clone 

probably has preventive mechanisms to avoid damage caused by reactive oxygen 

species (ROS) and not only detoxifing them. In roots, MDA levels were also higher 

in sensitive clone, especially in the treatment with excess of Mn. The tolerant one 

had a higher SOD activity and increased antioxidant capacity in roots. The activity of 

alcohol dehydrogenase (ADH), alanine transaminase (AlaT) and aspartate 

transaminase (AspT) were increased under hypoxia, with the highest elevation of 

ADH in the sensitive clone which demonstrates to have an increased metabolism, 

which explains, at least partially, the greater damage. The tolerant clone activates 

characteristic responses of quiescence, resulting in greater survival of deep roots in 

hypoxic conditions. Taken together, this response of the tolerant clone to SPEVRD 

may also increase tolerance to drought, avoiding damage and nutritional disorders 

that can lead to appearance of symptoms of SPEVRD. On the other hand, the 

sensitive clone has escape responses to hypoxia, which can confer increased 

susceptibility to drought, as well as to excess of Mn in leaves and potential damage 

that can initiate processes which cause this anomaly. 
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INTRODUÇÃO 

 

A Seca de Ponteiros de Eucalipto do Vale do Rio Doce (SPEVRD) ocorre 

com maior intensidade em solos localizados nos fundos dos vales (Cambissolos) e 

em solos de origem aluvial (Neossolos Flúvicos), locais com drenagem deficiente. 

Em períodos chuvosos, o eucalipto cultivado no terço inferior e até o terço médio de 

encostas pode apresentar os sintomas. Embora ainda não se conheçam as causas que 

levam ao surgimento da SPEVRD, os sintomas desta anomalia são bem definidos, 

sendo caracterizados por lesões marrons, murcha e queda rápida de folhas, 

encarquilhamento, rachaduras em ramos laterais, presença de elevado teor de 

compostos fenólicos (Ferreira & Milani, 2002), dentre outros.  

Existem semelhanças entre a SPEVRD e a toxidez causada por Mn que 

sugerem uma relação ou mesmo ser um dos principais fatores causadores da 

anomalia. Alguns sintomas da toxidez por Mn são manchas necróticas marrons que 

se iniciam nas folhas velhas e progridem para as mais novas (Fernandes, 2006). 

Vários sintomas normalmente associados à toxidez por Mn são, na verdade, 

deficiências de outros nutrientes induzidas pelo excesso de Mn (Marschner, 2012). 

Deficiências de Fe, Mg e Ca podem surgir em situações de excesso de Mn no solo e 

nas folhas (Horst, 1988). Por isso, o encarquilhamento de folhas jovens, morte de 

meristemas apicais e clorose internerval em folhas velhas também são 

frequentemente associadas à toxidez causada por Mn. As raízes que apresentam 

sintomas causados por toxidez de Mn possuem coloração marrom e, frequentemente, 

quebradiças (Reichman, 2002).  

Uma característica comum às regiões de ocorrência da SPEVRD é que em 

áreas de baixada há uma elevação do lençol freático em anos de maior precipitação 

pluvial (Almeida et al., 2013). Dessa forma, esse longo período de saturação hídrica 

do solo, combinado com a alta densidade deste- o que dificulta ainda mais a difusão 

de gases - pode levar a condições de hipóxia (baixa concentração de O2) na região 

radicular. Nesse ambiente redutor ocorre solubilização de óxidos e hidróxidos de Fe 

e Mn, e suas formas reduzidas tornam-se mais disponíveis para as plantas, podendo 

atingir teores tóxicos (Khabaz-Saberi et al., 2006). De fato, isto foi constado por 

Leite et al. (2013) indicando elevados teores de Mn nas folhas de eucalipto, porém de 

forma diferencial entre clones de Eucalytus. O clone híbrido Urograndis 1215 

(considerado sensível à SPEVRD) apresentou maiores teores de Mn (quase cinco 
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vezes maiores) quando comparado ao clone E. grandis 129, considerado tolerante à 

SPEVRD. Curiosamente em áreas onde os dois clones são plantados o 129 apresenta 

uma menor incidência da SPEVRD, sendo por isso considerado tolerante a essa 

anomalia. 

Para reverter os problemas causados pelo hipóxia, algumas plantas adotam 

mecanismos de escape, conhecida como LOES (Low Oxygen Escape Syndrome - 

Bailey-Serres & Voesenek, 2008). Tais mecanismos têm alto custo energético sendo 

ativados por genes específicos e comumente encontrados em plantas adaptadas a 

longos períodos de alagamento. As plantas que são originárias de áreas que não estão 

sujeitas a alagamentos frequentes possuem diferentes níveis de tolerância. Uma 

resposta comum ao alagamento, a formação de raízes adventícias (Bailey-Serres & 

Voesenek, 2008), caracterizada como escape, é uma resposta tanto de plantas 

consideradas tolerantes como de plantas consideradas sensíveis à hipóxia. 

Caracteriza-se pela formação de raízes na área mais próxima da superfície, onde o 

estresse hipóxico é menor. 

Outra resposta à hipóxia encontrada em algumas plantas é conhecida como 

LOQS (Low Oxygen Quiescence Syndrome - Bailey-Serres & Voesenek, 2010), 

também denominada como tolerância real à hipóxia, por ser umas resposta de tolerar 

o estresse em vez de evitá-lo. As respostas dessas espécies estão mais relacionadas a 

mecanismos de quiescência, como alterações em rotas metabólicas, aumento da 

eficiência energética, um fino ajuste entre produção e consumo de ATP, manutenção 

do pH citosólico e redução dos danos provocados pela hipóxia como espécies 

reativas de oxigênio (ERO) ou outros compostos tóxicos (Bailey-Serres & Voesenek, 

2008). Ou seja, na LOES a planta produz novos tecidos fora da área de hipóxia ou 

traz o oxigênio de outras partes para contornar a hipóxia, enquanto na LOQS a planta 

sobrevive naquela situação o maior tempo possível até que o evento de hipóxia 

passe. 

Como o nome indica, na hipóxia há pouca disponibilidade de O2, 

comprometendo a respiração aeróbia. Para superar tal situação são necessárias rotas 

metabólicas alternativas e uma otimização do consumo de ATP. A glicólise torna-se 

a principal via para produção de ATP, porém ela é cerca de 18 vezes menos eficiente 

que o ciclo completo, além de necessitar NAD
+
. Para sua regeneração, rotas 

fermentativas são intensificadas (Licausi & Perata, 2009). 
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Inicialmente, a lactato desidrogenase (LDH) é a rota preferencial para 

formação de ATP e regeneração do NADH. Porém o lactato provoca queda no pH 

citosólico, o que inativa a LDH e ativa a piruvato descarboxilase (PDC) e a álcool 

desidrogenase (ADH). A fim de suprimir essa deficiência energética, ocorre um 

aumento na produção e nas atividades das enzimas ADH e LDH (Liao & Lin, 2001). 

As enzimas da rota alcoólica mostram-se, em certos casos, essenciais à sobrevivência 

de plantas sob hipóxia, uma vez que, por não reduzir o pH, provocariam menor dano 

à célula. 

Apesar da toxidez causada por álcool em elevadas concentrações, ele possui 

alta capacidade de atravessar membranas, difundindo-se para o meio externo com 

facilidade (Liao & Lin, 2001), sendo que algumas plantas também o transportam 

para a parte aérea (Rottenberger et al., 2008), onde pode ser metabolizado pela ADH 

e acetaldeído desidrogenase (ALDH). O acetaldeído, composto intermediário da 

fermentação alcoólica, é altamente tóxico e por isso a importância da alta atividade 

da ADH. Um aumento da atividade da ALDH já foi documentado em coleóptilos de 

arroz sob hipóxia (Lasanthi-Kudahettige et al., 2007), porém pode ser uma resposta 

desvantajosa por reduzir um NAD
+
, que já se encontra em falta pela paralização da 

respiração aeróbia. 

Embora já tenha sido comprovado em várias espécies que a glicólise e as 

rotas fermentativas são fundamentais para sobrevivência à hipóxia, o simples 

aumento da atividade dessas rotas não é o suficiente para uma prolongada tolerância 

a este estresse (Bailey-Serres & Voesenek, 2008). Assim, o acúmulo de certos 

metabólitos são indicações de quais rotas metabólicas estão mais ativas. Além do 

acúmulo de lactato e álcool, têm sido observado o acúmulo de alanina, ácido γ-

aminobutírico (GABA), succinato, e alguns casos até mesmo de malato (Drew, 1997; 

Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Rocha et al., 2010). 

O acúmulo de piruvato na célula é um sinalizador de que teoricamente haverá 

energia em pouco tempo, pois entraria no ciclo de Krebs fornecendo ATP caso tenha 

O2 disponível, intensificando outras rotas e reações que dependem de ATP como a 

duplicação de DNA, crescimento e absorção ativa de nutrientes. Por isso, para entrar 

em um estado de quiescência o tecido deve possuir teores baixos de piruvato para 

reduzir a demanda da célula por ATP. Por meio de algumas enzimas como a Alanina 

Transaminase, Aspartato Transaminase e Succinyl-CoA, é possível reduzir o 

metabolismo celular (Rocha et al., 2010). 
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A glicólise e a fermentação são pouco eficientes para suprir a energia 

necessária para sobrevivência. Portanto, será necessário ou reduzir a demanda 

metabólica por energia (como já descrito) ou consumir muitos carboidratos por 

unidade de tempo (Kreuzwieser, 2004). Para a segunda opção, a planta necessitará 

continuamente transportar fotoassimilados para a raiz (que terá dificuldade de 

descarregá-los do floema por ser um processo que consome ATP) ou esta irá morrer 

por esgotamento de reservas (Bailey-Serres & Voesenek, 2008). A redução dos 

gastos de ATP (assim como a redução da disponibilidade de ATP) pode reduzir o 

descarregamento do floema, comprometendo o fluxo de fotoassimilados, provocando 

acúmulo de açúcares e amido em folhas (Kreuzwieser, 2004). 

Mesmo em um ambiente limitante de O2 ocorre a formação de ERO. O 

acúmulo de peróxido em condições de hipóxia já foi documentado em folhas e raízes 

de Hordeum vulgare (Kalashnikov et al., 1994) e em raízes de trigo (Biemelt et al., 

2000). Evidências da formação de ERO em condições de hipóxia foram também 

demonstradas em diversos outros trabalhos (Yan et al., 1996; Chirkova et al., 1998; 

Blokhina et al., 1999). As ERO reagem degradando muitos compostos, sendo os 

lipídeos da membrana um destes (Du & Bramlage, 1992). 

Uma vez que a síntese de novo da membrana plasmática tem alto custo 

energético, as células radiculares têm muita dificuldade em refazê-la sob hipóxia, 

tornando a preservação dos lipídeos da membrana a maneira mais eficiente de manter 

uma membrana funcional, o que poderia evitar a entrada indiscriminada de íons. Tem 

sido observado que espécies de plantas tolerantes à hipóxia (e.g. Acorus calamus e 

Schoenoplectus lacustris) são capazes de manter seus lipídeos polares durante a 

anóxia e pós-anóxia, enquanto que plantas sensíveis a hipóxia, como a Iris 

germanica, apresentam uma queda significativa nos lipídeos polares e, 

consequentemente, um aumento de ácidos graxos livres (FFA) e aumento 

característico da peroxidação de lipídeos durante a reoxigenação (Blokhina et al., 

2003). Desta forma, a o balanço entre a formação e desintoxicação das ERO é crítica 

para sobrevivência da célula durante alagamento (Hsu et al., 2000; Kato et al., 2001). 

Com a menor disponibilidade de ATP ocorre redução na síntese de 

aquaporinas (Bramley & Tyerman, 2010), reduzindo a absorção e suprimento de 

água para a parte aérea. Dessa forma, o transporte de hormônios, nutrientes e outros 

solutos às partes apicais via fluxo de massa pode reduzir (Jackson et al., 1996; 

Grichko & Glick, 2001). Essas mudanças podem modificar a fisiologia, o 
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crescimento e o desenvolvimento da parte aérea, em especial as partes mais novas. 

Essas modificações podem incluir degradação de moléculas de clorofila, queda na 

permeabilidade das membranas, peroxidação, queda na expansão foliar, epinastia e 

redução na condutância estomática. 

O fechamento estomático reduz as trocas gasosas, impedindo uma absorção 

eficiente de CO2 comprometendo a fixação de C. O acúmulo de amido e açúcares em 

folhas devido a menor translocação às raízes provoca uma retroinibição na 

fotossíntese, provocando efeitos similares à baixa disponibilidade do CO2. Os 

fotossistemas continuam absorvendo energia luminosa e se esse excesso de energia 

não for devidamente dissipado pode produzir ERO (Schanz et al., 1996; Carvalho & 

Amancio, 2002), cujo acúmulo pode levar à senescência e até à morte de tecido ou da 

planta (Sgherri et al., 1993). A elevação nas atividades das enzimas do complexo 

antioxidativo já foi verificada como importante na tolerância ao alagamento em 

tabaco (Humg & Kao, 1994), feijão-mungo (Ahmed et al., 2002), milho (Yan & Dai, 

1996), batata-doce (Hwang et al., 2000), trigo (Bielmelt et al., 1998), soja (Van Taai 

& Bolles, 1991), arroz (Ushimaro et al., 1992) e Populus trichocarpa (Fayer et al., 

1995). 

Após a absorção dos nutrientes, eles são transferidos ao xilema, onde então 

são translocados para as demais partes da planta. Porém, alguns nutrientes quando 

em excesso devem ser evitados, pois podem causar fitotoxidez à planta. Harrington 

et al (1996) e Reichman (2002) observando plantas em condições de excesso de 

alguns nutrientes, relataram que a maioria destes apresentavam maiores 

concentrações nas raízes. Este fato provavelmente ocorra devido à incorporação de 

um grande número de sítios de ligação específicos para estes nutrientes na parede 

celular das raízes, prevenindo que o xilema os receba em carga excessiva (Liao et al., 

2000). Alguns nutrientes, no entanto, apresentam baixa capacidade de ligação. Isso 

explicaria porque plantas que crescem em condições de excesso de Mn normalmente 

têm uma maior concentração deste metal nas folhas (Chino & Baba, 1981), uma vez 

que o Mn apresenta baixa capacidade de ligação e, com isso, menor restrição de sua 

entrada no xilema, quando comparado, por exemplo, a outros nutrientes como Cu e 

Zn (Foy et al., 1978; Reichman, 2002). 

O dano celular causado por toxidez de metais depende da quantidade de ERO 

formada e da capacidade da planta em fazer a desintoxicação e reparo dos danos. 

Tem sido demonstrado que o excesso de Mn é responsável pela formação de ERO 
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como O2
-
, H2O2 e OH

•
 (Demirevska-Kepova et al., 2004; Boojar & Goodarzi, 2008). 

Nessas circunstâncias, as células se protegem do estresse oxidativo por meio da ação 

combinada de várias enzimas antioxidantes como SOD (superóxido dismutase), 

Catalase, APX (ascorbato peroxidase), GPX (glutationa peroxidase), GR (glutationa 

redutase) e também com mecanismos antioxidantes não enzimáticos como ascorbato, 

glutationa, compostos fenólicos e fitoalequinas (Arora et al., 2002). 

O cultivo de arroz em condição de excesso de Mn ocasionou inibição do 

crescimento de folhas e raízes (Srivastava, 2011). Devido à toxidez por Mn, os níveis 

de ERO foram elevados, provocando danos às membranas. Consequentemente, 

enzimas do sistema antioxidativo, como a SOD, a GPX e a GR apresentaram 

aumento de suas atividades, amenizando o estresse oxidativo em função da 

fitotoxidez por Mn. 

A maioria dos trabalhos diferenciando comportamentos de LOQS e LOES 

são realizados com plantas herbáceas. Poucos trabalhos com plantas lenhosas 

avaliam como as respostas diferenciais destas plantas influenciam a sobrevivência 

das raízes em profundidade no solo, muito menos os efeitos destas respostas em 

relação aos ciclos de umedecimento e secagem do solo. 

É possível que a SPEVRD se inicie por danos provocados pela hipóxia, talvez 

intensificados pelo Mn. A resposta de tolerância do clone 2719 pode estar 

relacionada com uma resposta diferenciada à hipóxia e, ou, ao Mn, reduzindo danos 

e com maior sobrevivência das raízes. 

A presente proposta tem como objetivo compreender as possíveis causas 

iniciais da SPEVRD bem como identificar prováveis mecanismos fisiológicos, 

enzimáticos e, ou, fermentativos de tolerância diferencial a esta anomalia. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Um experimento fatorial 2 x 2 x 2, com dois clones, dois níveis de 

oxigenação e duas concentrações de Mn, foi conduzido em hidroponia em casa de 

vegetação do Departamento de Solos da Universidade Federal de Viçosa. Foram 

utilizados dois clones de Eucalyptus produzidos pela Celulose Nipo-Brasileira S/A 

com susceptibilidades diferentes à SPEVRD baseados em observações de campo. 

Um híbrido Urograndis susceptível (1213) e outro clone híbrido Rio Claro (E. 

grandis x desconhecido) tolerante à SPEVRD (2719). A oxigenação foi aplicada em 
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duas concentrações de O2: normal (8 mg L
-1

) e hipóxica (4 mg L
-1

), ajustadas com 

injeção contínua de N2. O Mn foi aplicado em duas concentrações: 1,39 e 300 mg L
-

1
, definidas em experimentos anteriores. Foram utilizados três repetições em blocos 

inteiramente casualisados. 

Inicialmente as mudas receberam solução de Clark (Clark, 1975) pH 5,5, com 

metade da concentração e oxigenação adequada (8 mg L
-1

) durante 15 dias, quando 

então receberam a solução de Clark completa por mais 15 dias. Foram adicionados 

ainda 100 µmol L
-1

 de Al na solução nutritiva para promover estabilidade de 

membrana (Silva et al., 2004). QAo final destes 15 dias, aplicaram-se os tratamentos. 

A redução da concentração de O2 foi feita de forma gradual, reduzindo-a a cada 6 h, 

até ficar entre 4 e 6 mg L
-1

. Passados 11 dias desde a aplicação dos tratamentos, as 

plantas foram coletadas e subdivididas em folhas novas, velhas, caule e raiz. 

Amostras de folhas totalmente expandidas e de raízes foram congeladas em N2 

líquido e armazenadas a -80 ºC para posterior análise. 

 

Determinação de trocas gasosas 

Trocas gasosas foram analisadas no último dia do experimento antes da coleta 

do material. Foram utilizadas a terceira ou quarta folha completamente expandida a 

partir do ápice do ramo ortotrópico das plantas. As taxas de assimilação líquida de 

carbono (A), a condutância estomática (gs), a transpiração (E) e a concentração 

interna de CO2 (Ci) foram medidas entre 7:00 e 11:00 h, sob luz saturante artificial 

(1400 μmol m
-2

 s
-1

), concentração de CO2 ambiente, com um analisador de gás a 

infravermelho (IRGA– Infrared Gas Analyzer) LICOR modelo 6400XT (LI-COR, 

Lincoln, NE, EUA). Em todas as análises a quantidade de luz azul aplicada foi de 

10% da radiação fotossinteticamente ativa (RFA) para maximizar a abertura 

estomática. Mais detalhes foram descritos por Cavatte et. al. (2002). 

 

Teores de nutrientes nas plantas 

O material vegetal de folhas novas e velhas, caule e raiz foi pesado, seco em 

estufa com circulação forçada de ar a 72 ºC até peso constante e, posteriormente, 

moído. Os teores de Mg, Ca, Fe, Cu, Zn e Mn, foram determinados após digestão 

nitro-perclórica em espectrofotometria por absorção atômica e o K por fotometria de 

emissão de chama. Os teores de N foram determinados pelo método Kjeldahl, 

descrito por Bataglia et al. (1983). 
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Enzimas e compostos do complexo antioxidativo 

Para determinação da atividade das enzimas SOD e CAT, foi preparado um 

extrato enzimático utilizando-se 0,060 g de tecido foliar ou 0,10 g de tecido radicular 

congelado, macerados com 40 mg de PVPP (polyvinylpyrrolidone) em almofariz e 

pistilos congelados e 1 mL de solução tampão fosfato de sódio 100 mmol L
-1 

(pH 

7,8) e Triton X-100 a 1 %. O material macerado foi centrifugado à 15.000 g por 20 

min a 4 ºC, sendo o sobrenadante utilizado para a análise da atividade das enzimas e 

quantificação de proteínas solúveis totais como descrito por Bradford (1976). 

A determinação da atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi feita pela adição de 30 

µL de extrato enzimático diluído (1:10) a 220 µL de meio de reação constituído de 

tampão fosfato de sódio 50 mmol L
-1

 (pH 7,8) contendo metionina 13 mmol L
-1

, 75 

µL de azul de p-nitro tetrazólio (NBT), EDTA 0,1 mmol L
-1

 e riboflavina 2 µmol L
-1

. 

A reação foi conduzida em placa de ELISA disposta em câmara de reação a 25 °C, 

sob iluminação de lâmpada fluorescente de 45 W. Após 7,5 min de exposição à luz a 

iluminação foi interrompida e a formazana azul produzida pela fotorredução do NBT 

foi quantificada em espectrofotômetro a 560 nm. Um meio de reação idêntico foi 

mantido no escuro por igual período, sendo utilizado como branco (Giannopolitis & 

Ries, 1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima 

necessária para inibir em 50 % a fotorredução do NBT (Beauchamp & Fridovich, 

1971). 

A atividade da catalase (EC 1.11.1.6) foi determinada pelo consumo de H2O2 

determinado pelo decréscimo da absorbância a 240 nm por 2 min, de acordo com o 

método descrito por Aebi (1983). O meio de reação foi um tampão fosfato de 

potássio 50 mmol L
-1

 (pH 7,0), com H2O2 40 mmol L
-1

 e 100 μL de extrato 

enzimático diluído (1:10) para um volume final de reação de 1 mL. O branco foi 

constituído por uma solução sem extrato. Para os cálculo foi utilizado o coeficiente 

de extinção molar de 36 mM
-1

 cm
-1

 e uma unidade de catalase foi definida como 

quantidade necessária para reduzir 1 µmol min
-1

 de H2O2. 

A capacidade antioxidante total foi determinada pelo método FRAP (Ferric 

Reducing Ability of Plasma), como descrito por Benzie & Strain (1996). Tecidos 

vegetais provenientes de folhas e raízes (0,050 e 0,100 g, respectivamente) foram 

macerados em almofariz e pistilos congelados sem o acréscimo de PVPP. Foi 

adicionado 1 mL de solução tampão fosfato de sódio 50 mmol L
-1 

(pH 6,8) com 
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Triton X-100 a 1% e EDTA a 0,1 mmol L
-1

. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 12000 g por 10 min e o sobrenadante coletado. O meio de reação foi 

preparado na relação de 10:1:1, sendo eles tampão acetato 300 mmol L
-1

 (pH 3,6), 

tripiridiltriasina (TPTZ) 10 mmol L
-1

 dissolvido em 40 mmol L
-1

 de HCl e 20 mmol 

L
-1

 de FeCl3. Pipetaram-se 2,5 µL do extrato enzimático de raízes e 5 µL de extrato 

enzimático foliar diluído (1:100) em tampão de extração, ambos completando-se para 

um volume final de reação de 300 µL em placa de ELISA. Foi preparada uma curva 

de concentrações conhecidas de FeCl2 e a incubação por 5 min a 37 ºC seguido de 

leitura a 593 nm. A capacidade antioxidante total foi expressa em µmol g
-1

 de 

matéria seca. 

 

Determinação do dano oxidativo 

Tecidos vegetais provenientes de folhas e raízes (0,050 e 0,100 g, 

respectivamente) foram macerados em almofariz e pistilos congelados com 40 mg de 

PVPP. Em seguida, foi adicionado 1 mL de solução de ácido tricloroacético (TCA 

0,1 %, p/v), seguido de centrifugação a 12.000 g por 15 min a 4 ºC. Em um tubo com 

tampa de rosca foram acrescentados 500 μL do sobrenadante e 1,5 mL da solução de 

TCA 20 % (p/v) contendo 0,65 % (p/v) de TBA (ácido tiobarbitúrio). As amostras 

foram então misturadas vigorosamente e incubadas a 95 ºC por 25 min no escuro e a 

reação foi paralisada em banho de gelo. As amostras foram centrifugadas a 3.000 g 

por 10 min. A leitura foi feita em placa de Elisa nos comprimentos 440, 532 e 600 

nm e os cálculos foram feitos como sugeridos por Du & Bramlage (1992). 

 

Atividade de enzimas de resposta à hipóxia  

Foi pesado 0,110 g de tecido radicular congelado e macerados com 40 mg de 

PVPP (polyvinylpyrrolidone) em almofariz e pistilos congelados, acrescentado 1 mL 

de solução tampão fosfato de potássio 50 mmol L
-1 

(pH 7,0) com Triton X-100 a 1%, 

DTT (dithiothreitol) 10 mmol L
-1

, PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) 1 mmol L
-1

, 

MgCl2 10 mmol L
-1

 e EDTA 1 mmol L
-1

. O material foi centrifugado a 12.000 g por 

15 min a 4 ºC e o sobrenadante recolhido e separadas alíquotas para análises das 

atividades das enzimas e quantificação de proteínas solúveis totais como descrito por 

Bradford (1976).  

A enzima Alanina Transaminase (AlaT; EC 2.6.1.2) teve sua atividade 

quantificada como descrito por Good & Muench (1992). A solução de reação 
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utilizada foi um tampão Tris-HCl 100 mm L
-1

 (pH 8,0) com NADH 0,2 mmol L
-1

, L-

Alanina 20 mmol L
-1

, 1 unidade de Lactato desidrogenase, 30 µL de extrato 

enzimático e 2-oxiglutarato 10 mmol L
-1

 (Start). Para os cálculos da atividade foi 

utilizado o coeficiente de extinção de 6,22 mM
-1

 cm
-1

 e uma unidade de AlaT foi 

definida pela oxidação de 1 µmol min
-1

 de NADH. 

A enzima Aspartato Transaminase (AspT; EC 2.6.1.1) teve sua atividade 

quantificada como descrito por Griffith & Vance (1989). A solução de reação 

utilizada foi um tampão Tris-HCl 100 mm L
-1

 (pH 8,0) com NADH 0,2 mmol L
-1

, L-

Asparato 20 mmol L
-1

, 30 µL de extrato enzimático e 2-oxiglutarato 10 mmol L
-1

 

(Start). Para os cálculos da atividade foi utilizado o coeficiente de extinção de 6,22 

mM
-1

 cm
-1

 e uma unidade de AspT foi definida pela oxidação de 1 µmol min
-1

 de 

NADH. 

A enzima Álcool Desidrogenase (ADH; EC 1.1.1.1) teve sua atividade 

quantificada como descrito por Kogawara et al. (2006). A solução de reação utilizada 

foi composta de um tampão Tris-HCl 50 mmol L
-1

 (pH 8,0), DTT 2 mmol L
-1

, NAD
+
 

0,25 mmol L
-1

, 30 µL de extrato enzimático e etanol a 5 %. A reação foi quantificada 

na direção da oxidação do etanol. Para os cálculo foi utilizado o coeficiente de 

extinção de 6,22 mM
-1

 cm
-1

 e uma unidade de ADH foi definida pela formação de 1 

µmol min
-1

 de NADH. 

 

Determinação do teor de pigmentos fotossintéticos 

Para a avaliação de pigmentos fotossintéticos, um disco foliar com 1 cm de 

diâmetro foi colocado em um tubo de vidro com tampa, acrescentado 7 mL de 

dimetil sulfóxido (DMSO) saturado com carbonato de cálcio. Foram incubados em 

banho-maria a 65 ºC por 1,5 h no escuro. As leituras foram feitas em 

espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 665, 649 e 480 nm, como descritos 

por Wellburn (1994). 

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente segundo delineamento de 

blocos casualizados, com os tratamentos arranjados em esquema fatorial 2 x 2 x 2 

com dois clones, dois níveis de oxigenação e duas concentrações de Mn utilizando-se 

três repetições. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) 

e a comparação entre médias realizado pelo teste F (P ≤ 0,05) com auxílio algoritmos 

presentes no programa Microsoft Excel
®
 (Microsoft, Seattle).  
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Produção de matéria seca 

As mudas utilizadas no experimento não apresentavam inicialmente o mesmo 

tamanho e assim mudas do clone sensível à SPEVRD (1213) eram visivelmente 

maiores que as do clone tolerante à SPEVRD (2719). Esperava-se que estas 

diferenças se reduziriam ao longo do experimento, porém isso não ocorreu. Assim, 

ao final do experimento, em todos os tratamentos, o clone sensível (1213) 

apresentava maior massa seca. Por este motivo, os dados de matéria seca são 

discutidos comparando-se os efeitos dos tratamentos em relação ao tratamento 

controle (sem hipóxia e com concentração normal de Mn), dentro de cada clone. 

A hipóxia influenciou a produção de matéria seca das folhas de forma 

diferente entre clones. O clone sensível (1213) apresentou menor redução do 

crescimento (cerca de 9 %), enquanto o clone tolerante apresentou uma redução mais 

acentuada (cerca de 44 %). O Mn não influenciou significativamente nenhum dos 

tratamentos (Figura 1). 

Para as raízes, o comportamento entre clones foi semelhante, ambos tiveram 

perdas superiores a 40 % na produção de matéria seca sob hipóxia (Figura 1). 

Novamente não foram observadas diferenças significativas causadas pelo Mn. 

Essa diferença de respostas entre as folhas e raiz levou a uma diferença na 

relação entre folha e raiz sob hipóxia. Enquanto o clone tolerante (2719) manteve a 

proporção, com pequena elevação nos tratamentos sob hipóxia (média de 13,5 %), o 

sensível apresentou aumento médio de 67 % dessa relação. A paralização do 

crescimento da parte aérea pode ter diferentes motivos: redução acentuada da 

fotossíntese; redução dos teores de nutrientes provocando limitação do crescimento 

ou redirecionamento dos carboidratos produzidos para outras funções que não o 

crescimento, como defesas, compostos secundários ou reparo de danos. Estes 

possíveis efeitos são discutidos mais à frente. 

Nas raízes de ambos os clones foi observada formação de raízes adventícias, 

porém com maior intensidade e frequência no clone sensível (Figura 2). A formação 

de raízes adventícias é uma resposta comum de escape à hipóxia em muitas plantas 

(Bailey-Serres & Voesenek, 2008), porém pode tornar a planta mais susceptível ao 

déficit hídrico, uma vez que são raízes superficiais (Kozlowski,1997). 
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Figura 1: Produção de matéria seca do experimento em hidroponia com dois clones 

de Eucalyptus. Matéria seca total relativa ao tratamento controle (a). Matéria seca da 

raiz relativa ao tratamento controle (b). Relação entre matéria seca de folhas e de raiz 

(c). Matéria seca de folhas relativa ao tratamento controle (d). As letras maiúsculas 

comparam o efeito da concentração de O2 (normóxia 8 mg L
-1

 e hipóxia 4 mg L
-1

), 

para o mesmo clone e mesma concentração de Mn. As letras minúsculas comparam o 

efeito dos clones (um tolerante e outro sensível à SPEVRD), para as mesmas 

concentrações de Mn e O2. Letras maiúsculas em itálico comparam o efeito da 

concentração de Mn da solução nutritiva (300 e 1,39 mg L
-1

), para o mesmo clone e 

mesmas concentrações de O2. Letras iguais não diferem estatisticamente ao nível de 

5%. 

 

Teor de nutrientes na planta 

Ambos os clones tiveram variações similares dos teores de nutrientes quando 

aplicados os tratamentos de hipóxia e Mn, com pequenas diferenças entre elas 

(Quadro 1). A hipóxia provocou diminuições significativas nos teores de macro e 

micronutrientes na parte aérea, chegando a concentrações consideradas baixas para 

Zn, Fe e Mg (Camargo et al., 1997) Já nas raízes a hipóxia elevou os teores de Fe em 

ambos os clones, em especial com a aplicação de maiores concentrações de Mn na 

solução nutritiva. No clone tolerante (2719) houve incremento do teor de Fe nas 

raízes em 112 e 49 %, para concentrações excessiva (300 mg L
-1

) e normal (1,39 mg 

L
-1

) de Mn, e no clone sensível em 193 % e 79 %, respectivamente. Um mecanismo 
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de defesa observado em diversas espécies submetidas a altas concentrações de 

nutrientes é a formação de sítios de ligação na parede celular das raízes (Foy et al., 

1978; Reichman, 2002). Dessa forma, para teores tóxicos de Zn e Cu, por exemplo, 

observa-se maiores teores desses nutrientes nas raízes. É possível assim que os 

clones submetidos a essa situação tenham produzido um maior número de sítios de 

ligação em resposta à dose excessiva de Mn; porém, como o Fe possui maior 

capacidade de ligação do que o Mn uma maior concentração do Fe nas raízes nos 

tratamentos com excesso de Mn seria esperado. Este acúmulo de Fe nas raízes foi 

também observado em outro experimento similar com estes mesmos clones (Lacerda, 

2013). 

Como esperado, os tratamentos com 300 mg L
-1

 de Mn tiveram maiores 

teores deste micronutriente em todas as partes da planta. Nas folhas novas, o clone 

sensível (1213) apresentou teores de Mn em média 56 % maiores em todos os 

tratamentos quando comparados com o clone tolerante (2719). O clone sensível 

(1213) também acumulou mais Mn em folhas velhas nos tratamento sob normóxia. 

Em ambos os clones a hipóxia causou redução do teor de Mn das folhas novas em, 

aproximadamente, 33 % para o clone tolerante, e em 44 % para o sensível. Com a 

hipóxia, os teores de Mn nas raízes do clone tolerante (2719) sob excesso de Mn 

passaram de 3.055 para 4.169 mg kg
-1

 e no sensível (1213) de 2.535 para 6.014 mg 

kg
-1

. O Mn comumente acumula nas folhas (Chino & Baba, 1981), porém o aumento 

similar dos teores de Mn em todos os tecidos pode ser devido ao curto período que os 

tratamentos foram aplicados. 

A hipóxia reduz a capacidade de absorção de nutrientes provocando reduções 

de seus teores na parte aérea, em parte explicada pela redução da absorção de água 

reduzindo o transporte, mas também pela redução da absorção ativa nas raízes pela 

limitação da energia disponível pela glicólise (Liao & Lin, 2001; Parent, et al., 2008; 

Marschner, 2011). Um tecido radicular em estado de quiescência deve reduzir ao 

mínimo necessário os gastos de energia, bem como a absorção ativa de nutrientes. 

Com a redução da expansão foliar, a absorção de nutrientes também é reduzida, 

preservando o sistema radicular, pois este poderá destinar suas reservas para 

sobrevivência ao invés de gastá-la na absorção ativa de nutrientes (Fukao & Bailey-

Serres, 2004), assim como evitando desordens nutricionais na parte aérea pela menor 

absorção de nutrientes 
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Figura 2: Fotos do experimento (a, b) utilizando dois clones de Eucalyptus com 

tolerância diferencial à SPEVRD, submetidos a diferentes concentrações de O2 (8 e 4 

mg L
-1

) e Mn (300 e 1,39 mg L
-1

). Cada unidade experimental é constituída por duas 

plantas. Parte aérea (c) e raiz (d) do clone tolerante (129) sob normóxia com 300 mg 

L
-1

 de Mn. Parte aérea (e) e raiz (f) do clone sensível (1215) sob normóxia com 1,39 

mg L
-1

 de Mn. Raízes do clone tolerante sob hipóxia com 300 mg L
-1

 de Mn (g,h) e 

com 1,39 mg L
-1

 de Mn (i), destaque para menor formação de raízes adventícias. 

Raízes do clone sensível sob hipóxia com 300 mg L
-1

 de Mn (j, k), e com 1,39 mg L
-1

 

de Mn (i, m), destaque para maior formação de raízes adventícias 
  

(a) (b) 

(d) (e) (f) 

(g) (h) 

(j) 
(k) 

(i) 

(l) 
(m) 

(c) 
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Quadro 1: Teores de nutrientes em folhas novas e velhas, raiz e caule de dois clones 

de Eucalyptus, um tolerante (129) e outro sensível (1215) à SPEVRD, submetidos a 

tratamentos com diferentes concentrações de Mn (300 mg L
-1

 e 1,39 mg L
-1

) e de O2 

(normóxia 8 mg L
-1

 e hipóxia 4 mg L
-1

). 
O2 Mn N K Ca Mg Mn Cu Fe Zn 

mg L-1 ------------------------ dag kg-1 ------------------------ ---------------------- mg kg-1 ---------------------- 

 Folhas Novas 

 -----------------------------------------------Clone tolerante----------------------------------------------- 

8 
300 3,28 AaA 1,10 AaA 1,01 AaA 0,44 AaA 2993 AaA 10,4 AaA 51,2 AaA 30,2 AaA 

1,39 4,08 AaB 1,51 AaA 1,02 AaA 0,44 AaA 381 AaB 12,3 AaA 79,5 AaA 32,4 AaA 

4 
300 2,38 BaA 0,70 AaA 0,76 AaA 0,29 AaA 1977 BaA 5,6 BaA 26,3 AaA 14,7 BaA 

1,39 2,35 BaA 0,98 AaA 0,65 AaA 0,31 AaA 243 AaB 6,6 BaA 34,1 BaA 17,2 BaA 

  -----------------------------------------------Clone sensível----------------------------------------------- 

8 
300 3,41 AaA 1,27 AaA 0,95 AaA 0,41 AaA 5083 AbA 11,2 AaA 69,7 AaA 35,5 AaA 

1,39 3,51 AaA 2,32 AaB 1,03 AaA 0,61 AaB 557 AaB 10,3 AaA 70,3 AaA 30,8 AaA 

4 
300 2,14 BaA 0,97 AaA 0,69 AaA 0,28 AaA 2811 BaA 5,8 BaA 29,4 BaA 14,6 BaA 

1,39 2,22 BaA 0,93 BaA 0,73 AaA 0,35 BaA 315 AaB 6,0 BaA 30,9 BaA 15,9 BaA 

 Folhas Velhas (maduras) 

 --------------------------------------------Clone tolerante-------------------------------------------- 

8 
300 2,89 AaA 1,11 AaA 1,01 AaA 0,29 AaA 2407 AaA 11,3 AaA 63,5 AaA 32,4 AaA 

1,39 3,13 AaA 1,60 AaA 1,32 AaA 0,36 AaA 714 AaB 14,9 AaA 99,3 AaB 35,8 AaA 

4 
300 2,30 AaA 0,73 AaA 1,10 AaA 0,29 AaA 1748 AaA 6,3 BaA 74,1 AaA 23,6 BaA 

1,39 2,50 AaA 1,02 BaA 1,05 AaA 0,31 AaA 629 AaB 7,3 BaA 63,7 BaA 23,0 BaA 

  --------------------------------------------Clone sensível------------------------------------------ 

8 
300 3,24 AaA 1,13 AaA 1,03 AaA 0,33 AaA 3899 AbA 12,9 AaA 88,2 AaA 26,8 AaA 

1,39 3,48 AaA 1,38 AaA 1,24 AaA 0,45 AbB 777 AaB 13,2 AaA 99,3 AaA 26,6 AbA 

4 
300 2,30 AaA 1,00 AaA 0,74 AaA 0,27 AaA 1301 BaA 7,7 BaA 56,9 BaA 17,4 BaA 

1,39 2,14 BaA 0,75 BaA 0,74 BaA 0,25 BaA 608 AaA 8,5 BaA 57,0 BaA 19,3 AaA 

 Raiz 

 --------------------------------------------Clone tolerante-------------------------------------------- 

8 
300 2,01 AaA 1,12 AaA 0,99 AaA 0,36 AaA 3055 AaA 60,5 AaA 1691 AaA 252 AaA 

1,39 1,97 AaA 0,88 AaA 1,33 AaA 0,37 AaA 328 AaB 57,9 AaA 1863 AaA 230 AaA 

4 
300 1,65 AaA 0,59 AaA 1,91 AaA 0,36 AaA 4169 AaA 83,1 AaA 3588 BaA 172 AaA 

1,39 1,58 AaA 0,84 AaA 2,47 BaA 0,37 AaA 380 AaB 54,9 AaB 2780 AaA 146 AaA 

  --------------------------------------------Clone sensível-------------------------------------------- 

8 
300 2,26 AaA 0,90 AaA 1,12 AaA 0,38 AaA 2535 AaA 28,6 AbA 1453 AaA 117 AbA 

1,39 1,63 AaB 1,42 AaA 1,21 AaA 0,45 AaA 143 AaB 27,9 AbA 1662 AaA 181 AaA 

4 
300 2,35 AbA 1,21 AbA 1,43 AaA 0,43 AaA 6014 BbA 63,7 BaA 4258 BaA 183 AaA 

1,39 1,89 AaA 0,94 AaA 2,05 AaA 0,44 AaA 261 AaB 47,3 AaA 2989 BaB 140 AaA 

 Ramos e caule 

 --------------------------------------------Clone tolerante-------------------------------------------- 

8 
300 1,16 AaA 1,52 AaA 1,05 AaA 0,29 AaA 1981 AaA 12,0 AaA 51,2 AaA 33,6 AaA 

1,39 1,10 AaA 1,60 BaA 1,63 AaA 0,27 AaA 280 AaB 12,6 AaA 56,7 AaA 30,1 AaA 

4 
300 1,08 AaA 1,14 AaA 1,21 AaA 0,19 BaA 1801 AaA 8,1 BaA 51,9 AaA 22,6 BaA 

1,39 1,04 AaA 0,94 AaA 0,88 BaA 0,16 BaA 156 AaB 8,6 BaA 40,7 AaA 19,5 BaA 

  --------------------------------------------Clone sensível-------------------------------------------- 

8 
300 1,08 AaA 1,22 AaA 1,31 AaA 0,25 AaA 2749 AbA 13,4 AaA 46,3 AaA 25,5 AaA 

1,39 1,06 AaA 1,35 AaA 2,18 AaB 0,34 AaB 237 AaB 15,0 AaA 53,2 AaA 21,1 AbA 

4 
300 0,88 AaA 1,11 AaA 1,29 AaA 0,13 BaA 1704 BaA 7,5 BaA 23,4 BbA 12,8 BbA 

1,39 0,92 AaA 1,23 AaA 1,59 AaA 0,16 BaA 110 AaB 7,6 BaA 37,9 AaA 12,5 BaA 

As letras maiúsculas comparam o efeito da concentração de O2, para o mesmo clone 

e mesma concentração de Mn. As letras minúsculas comparam o efeito dos clones, 

para as mesmas concentrações de Mn e O2. Letras maiúsculas em itálico comparam o 

efeito da concentração de Mn da solução nutritiva, para o mesmo clone e mesmas 

concentrações de O2. Letras iguais não diferem estatisticamente ao nível de 5%.  
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Taxa fotossintética, trocas gasosas e pigmentos 

A taxa fotossintética em ambos os clones comportou-se de forma similar, 

com reduções significativas (37 %) provocadas pela hipóxia, sem efeitos aparentes 

do Mn (Figura 3). O mesmo aconteceu com a condutância estomática, que foi 70 % 

menor em relação à normóxia. Porém o carbono interno não sofreu as mesmas 

alterações nesses tratamentos; dessa forma, a menor eficiência fotossintética não se 

deve à falta de CO2. Árvores de áreas tropicais com inundações sazonais apresentam 

resposta semelhante (Rengifo et al., 2005), com redução da taxa fotossintética e da 

condutância, porém com acúmulo de amido nas folhas. O acúmulo de amido e 

açúcares em folhas compromete a eficiência fotossintética devido à retroinibição 

(Kreuzwieser et al., 2005). 

O teor de clorofilas comportou-se de forma similar em ambos os clones, com 

ligeiras reduções no teor (aproximadamente 12 %) provocadas pela hipóxia, sem 

efeitos significativos do Mn. Porém essas reduções não alteraram a relação clorofila 

a clorofila b (Figura 3). Dessa forma, observa-se que a absorção de energia luminosa 

não é reduzida, então a redução da taxa fotossintética é causada por outros fatores 

que não a limitação de energia luminosa ou falta de substrato. Uma limitação da 

ativação ou ação da Rubisco, desequilíbrios no ciclo de Calvin ou até mesmo uma 

retroinibição devido ao acúmulo de açúcares podem ter ocorrido provocando essa 

redução. A retroinibição é comumente observada em plantas com raiz sob hipóxia 

(Kreuzwieser et al., 2005; Rengifo et al., 2005). Independentemente da forma de 

inibição da fotossíntese, o excesso de energia luminosa deve ser devidamente 

dissipado ou poderá gerar danos celulares (Schanz et al., 1996; Carvalho & Amancio, 

2002). 

 

Dano celular e complexo antioxidativo em folhas 

As ERO danificam diferentes constituintes celulares, sendo o MDA 

(malonaldeído) um composto estável formado pela peroxidação de lipídios. O 

acúmulo de MDA em um tecido é amplamente utilizado para estimar o dano celular. 

O teor de MDA nas folhas do clone tolerante (2719) teve pequenos aumentos nos 

tratamentos que receberam altas concentrações de Mn (300 mg L
-1

), com a média 

subindo de 17 para 25 nmol g
-1

 de matéria seca. Altos teores de Mn em tecido 

vegetal provocam danos oxidativos devido às ERO formadas na reação de  
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Figura 3: Trocas gasosas e teores de pigmentos em folhas de mudas dois clones de 

Eucalyptus em hidroponia em resposta aos tratamentos testados. Taxa fotossintética 

(a). Teor de clorofila a em folhas (b). Condutância estomática (c). Teor de 

carotenóides em folhas (d). Concentração do carbono interno (e). Relação entre 

clorofila a e clorofila b em folhas (f). As letras maiúsculas comparam o efeito da 

concentração de O2 (normóxia 8 mg L
-1

 e hipóxia 4 mg L
-1

), para o mesmo clone e 

mesma concentração de Mn. As letras minúsculas comparam o efeito dos clones (um 

tolerante e outro sensível à SPEVRD), para as mesmas concentrações de Mn e O2. 

Letras maiúsculas em itálico comparam o efeito da concentração de Mn da solução 

nutritiva (300 mg L
-1

 e 1,39 mg L
-1

), para o mesmo clone e mesmas concentrações de 

O2. Letras iguais não diferem estatisticamente ao nível de 5%. 
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Fenton (Reichman, 2002; Demirevska-Kepova et al., 2004; Boojar & Goodarzi, 

2008). A hipóxia não provocou aumentos deste metabólito no clone tolerante (2719), 

já no sensível (1213) os teores foram mais elevados, com médias de 45 nmol g
-1

 em 

situação de hipóxia, superiores aos encontrados no clone tolerante (Figura 4). Isso 

demostra como inicialmente o Mn tem pouco efeito se comparado aos danos 

provocados pela hipóxia. Lacerda (2013) demostrou que os efeitos dos danos da 

hipóxia nas raízes destes mesmos clones são mais rápidos e intensos do que altas 

concentrações de Mn. Estes clones podem ainda ser considerados tolerantes ao 

excesso de Mn, por apresentarem sintomas de toxidez com doses altas se comparado 

a outras plantas (Ducic & Polle, 2005). 

O clone tolerante (2719) teve maiores atividades da SOD em folhas (em 

média 22 %) quando comparado ao clone sensível (1213) (Figura 4). A SOD é a 

primeira enzima de desintoxicação das ERO e o aumento desta enzima pode conferir 

maior tolerância a estresses abióticos (Bowler & Montagu, 1992; Blokhina et al., 

2000; Lima et al., 2002). Já a catalase em folhas não diferiu entre os clones, tendo 

pequenas variações provocadas pelos demais tratamentos. A capacidade antioxidante 

total foi semelhante entre os clones em todos os tratamentos. A hipóxia provocou 

aumentos da ordem de 50 % na capacidade antioxidante total, enquanto o tratamento 

com excesso de Mn (300 mg L
-1

) teve valores 20 % menores em média em ambos os 

clones. Clones de Prunus cerasifera L. (Pistelli et al., 2012) tolerantes e sensíveis à 

hipóxia apresentaram elevação da capacidade antioxidante total em folhas quando foi 

imposta hipóxia em suas raízes. 

Uma capacidade antioxidante similar, porém com danos oxidativos 

diferentes, pode ser explicada de duas formas. A primeira é de o clone tolerante ser 

mais eficiente em dissipar o excesso de energia luminosa e, assim, evitar a formação 

de ERO. A segunda é que o clone sensível não produz defesas antioxidativas no 

compartimento celular correto, fator fundamental especialmente para as ERO mais 

reativas (Gil & Tuteja, 2010). Por exemplo, não adianta produzir mais SOD 

mitocondrial se os danos se formam no cloroplasto, ou aumentar o teor de compostos 

antioxidantes no cloroplasto se o dano forma-se nos vacúolos por um acúmulo de 

Mn. 
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Tomados em conjunto, a similaridade nas taxas fotossintéticas e os teores da 

maioria dos nutrientes entre os clones, não explicam satisfatoriamente a menor 

produção de matéria seca da parte aérea do clone tolerante, restando como explicação 

mais provável o redirecionamento da energia metabólica para prevenção de danos 

celulares em folhas. Dessa forma, a necessidade de nutrientes pela parte aérea será 

menor, o que pode permitir às raízes redirecionarem suas reservas para outras 

funções. 
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Figura 4: Atividades enzimáticas e metabólitos em folhas de mudas dois clones de 

Eucalyptus em hidroponia em resposta aos tratamentos testados. Teor de 

malonaldeído em folhas (a). Capacidade antioxidante total em folhas (b). Atividade 

da Superóxido dismutase (c). Atividade da Catalase em folhas (d). As letras 

maiúsculas comparam o efeito da concentração de O2 (normóxia 8 mg L
-1

 e hipóxia 4 

mg L
-1

), para o mesmo clone e mesma concentração de Mn. As letras minúsculas 

comparam o efeito dos clones (um tolerante e outro sensível à SPEVRD), para as 

mesmas concentrações de Mn e O2. Letras maiúsculas em itálico comparam o efeito 

da concentração de Mn da solução nutritiva (300 mg L
-1

 e 1,39 mg L
-1

), para o 

mesmo clone e mesmas concentrações de O2. Letras iguais não diferem 

estatisticamente ao nível de 5%.   
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Figura 5: Atividades enzimáticas e metabólitos em raiz de mudas dois clones de 

Eucalyptus em hidroponia em resposta aos tratamentos testados. Atividade da Álcool 

desidrogenase em raiz (a). Teor de malonaldeído em raiz (b). Atividade da Alanina 

transaminase em raiz (c). Atividade da Superóxido dismutase (d). Atividade da 

Alanina transaminase (e). Capacidade antioxidante total em raiz (f). As letras 

maiúsculas comparam o efeito da concentração de O2 (normóxia 8 mg L
-1

 e hipóxia 4 

mg L
-1

), para o mesmo clone e mesma concentração de Mn. As letras minúsculas 

comparam o efeito dos clones (um tolerante e outro sensível à SPEVRD), para as 

mesmas concentrações de Mn e O2. Letras maiúsculas em itálico comparam o efeito 

da concentração de Mn da solução nutritiva (300 mg L
-1

 e 1,39 mg L
-1

), para o 

mesmo clone e mesmas concentrações de O2. Letras iguais não diferem 

estatisticamente ao nível de 5%. 
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Danos celulares e complexo antioxidativo em raízes 

O teor de MDA nas raízes do clone tolerante (2719) manteve-se estável em 

todos os tratamentos (Figura 5). Por outro lado, no clone sensível (1213) seus teores 

foram influenciados pela hipóxia e pela alta dose de Mn (300 mg L
-1

). Nos 

tratamentos sob hipóxia com excesso de Mn o clone sensível apresentou teores de 

MDA em média 100 % maiores que o tolerante. O excesso de Mn nas raízes sob 

hipóxia do clone sensível provocou aumento do MDA em 50 %. Assim como nas 

folhas, as células nas raízes do clone sensível também não têm a mesma eficiência de 

evitar a formação de ERO, bem como desintoxicá-los. Bailey-Serres et al., (2012) 

também observaram que a variedade com resposta quiescente possuía maior 

atividade antioxidante assim como menores danos oxidativos nos tecidos que foram 

submersos. 

O clone tolerante (2719) teve maiores atividades da SOD em raízes (38 % 

maior) sob hipóxia com alta dose de Mn quando comparado ao clone sensível-1213 

(Figura 5). O clone tolerante teve também uma capacidade antioxidante total em 

raízes sob normóxia levemente superiores, porém houve uma menor atividade da 

SOD e menor capacidade antioxidante total em ambos os clones nas raízes sob 

hipóxia. Essa mesma redução foi observada em dois clones de Prunus cerasifera L., 

um sensível e outro tolerante à hipóxia (Pistelli et al., 2012). Em folhas é comum os 

estresses abióticos provocarem aumentos de compostos antioxidantes, porém em 

raízes já foram documentadas reduções da capacidade antioxidante total devido ao 

consumo e degradação destes compostos (Blokhina et al., 2000), uma vez que o 

método utilizado -FRAP (Benzie & Strain, 1996) avalia a capacidade de todos os 

compostos capazes de transferir um elétron para íon férrico, e não de prevenção da 

formação de ERO. Dessa forma, fica evidente que na raiz, assim como nas folhas, o 

clone tolerante (2719) é mais eficiente em evitar a formação de ERO, o que pode 

conferir uma maior capacidade de sobrevivência da raiz sob hipóxia. 

 

Enzimas fermentativas e resposta quiescente na raiz 

As atividades da ADH, da AlaT e da AspT apresentaram resultados 

semelhantes sob normóxia, com os dois clones com atividades baixas. Com a 

redução da oxigenação as atividades destas enzimas foram intensificadas, com maior 

magnitude a ADH (até sete vezes maior). O clone sensível apresentou maiores 

atividades da ADH em raízes sob hipóxia em relação ao clone tolerante- 2719 
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(Figura 5). A AlaT e a AspT tiveram respostas semelhantes entre os clones. O 

excesso de Mn parece não influenciar a atividade destas enzimas, apenas a atividade 

da AlaT teve uma leve tendência de redução sob hipóxia em ambos os clones. 

Em outro experimento com estes mesmos clones, a expressão gênica da 

ADH, AlaT e AspT elevaram-se nas primeiras 2 h no clone tolerante, mas com 4 h já 

havia reduzido e igualado ao clone sensível, que não variou dentro das primeiras 48 h 

(dados não publicados, comunicação pessoal Prof. Ivo Ribeiro, DPS-UFV). Plantas 

com respostas quiescentes intensificam temporariamente a atividade destas enzimas, 

reduzindo-as nos dias seguintes (Xu et al., 2000; Singh et al., 2001). Redução da 

atividade da AspT e AlaT após 3 a 5 dias de hipóxia foram observadas 

individualmente em diferentes trabalhos (Good & Crosby, 1989; Good & Muench 

1998). De forma semelhante, a atividade da ADH de tecidos submersos de plantas de 

açaí intensificou-se nos primeiros dias, mas no oitavo já encontrava-se semelhante ao 

controle (Gonçalves, 2010). As diferentes taxas de fermentação não conferem 

diretamente maior tolerância a hipóxia, pois há uma relação de aumento de dano 

celular com o aumento da ADH, uma vez que pode ocorrer reação inversa 

produzindo acetaldeído (Fukao & Bailey-Serres, 2004; Jackson & Colmer, 2005). 

Essa relação entre aumento da ADH e aumento do MDA pode ser observada no 

clone sensível (Figura 5). 

O clone tolerante (2719) possui respostas características de LOQS (Fukao & 

Bailey-Serres, 2004; Colmer & Voesenek, 2009), suspendendo o crescimento da 

parte aérea e redirecionando suas energias para defesas e prevenção de danos em 

folhas e raízes. Promove a redução do metabolismo radicular, o que pode prolongar a 

sobrevivência das raízes mais profundas num solo que sofra de períodos de hipóxia. 

O clone sensível (1213) possui respostas características de LOES (Bailey-Serres & 

Voesenek, 2008), promovendo a formação de novas raízes superficiais para manter o 

crescimento da parte aérea. Este clone é menos eficiente na prevenção de danos, o 

que pode comprometer a sobrevivência de raízes mais profundas num solo que passe 

por um período de hipóxia. 

Essas respostas de escape podem conferir ao clone sensível (1213) uma 

solução paliativa, que permite a sobrevivência no período de hipóxia, porém deixa a 

planta mais susceptível ao déficit hídrico (Kozlowski, 1997). Com o fim do período 

chuvoso das áreas afetadas pela SPEVRD, o lençol freático desce (Almeida et al., 

2013). Dessa forma, a planta que não foi eficiente em manter raízes vivas em 
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profundidade terá uma demanda de nutrientes e água maior que a capacidade de 

absorção destes pela raiz. É possível que os sintomas da SPEVRD se iniciem por 

consequência da redução da absorção de nutrientes, pela redução de absorção de 

água e pelo acúmulo de danos em folhas e raízes. Essa relação entre LOES e 

sensibilidade ao déficit hídrico foi documentada em arroz, em que as variedades com 

resposta quiescente foram mais tolerantes ao déficit hídrico após um período de 

alagamento do que aquelas com resposta de escape (Fukao et al., 2011). 

O Mn pode ter papel importante neste fenômeno, porém aparentemente 

secundário, sendo um efeito provocado pela hipóxia e seus danos intensificados 

provavelmente durante o déficit hídrico. Com a redução da absorção dos outros 

nutrientes pela hipóxia, pela alta proporção folha:raiz e a menor absorção de água e 

nutrientes no período seco pela falta de raízes profundas, pode gerar um aumento da 

relação Mn/Mg que intensifica os danos nas folhas (Davis, 1996; Bot et al., 1990), 

provocando a morte destas. 

 

CONCLUSÕES 

 

1. O Mn tem inicialmente papel secundário, não sendo fator majoritário nos 

danos ou com resposta diferencial entre clones. 

2. A tolerância diferencial à SPEVRD pode estar relacionada com a 

diferença de resposta à hipóxia, pois respostas de quiescência podem 

evitar danos que levariam ao surgimento desta anomalia. 

3. O clone tolerante (129) ativa respostas características de quiescência, 

enquanto o clone sensível (1215) possui respostas de escape a hipóxia. 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A maior parte dos estudos de tolerância à hipóxia avalia os efeitos das 

respostas em curto prazo, porém o eucalipto é uma planta perene, cujo cultivo 

prolonga-se por mais de sete anos. Isso demostra a necessidade de critérios de 

avaliação e escolha dos biomarcadores levar em consideração não só respostas 

vantajosas durante a hipóxia (ou qualquer outro estresse), mas também vantagens em 
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longo prazo, permitindo a sobrevivência (e maior produtividade) mesmo com a 

identificação de outros fatores bióticos ou abióticos estressantes. 

Para melhor compreensão da SPEVRD, são necessários trabalhos avaliando 

respostas destes clones após a drenagem das águas, avaliando a capacidade de 

formação de raízes para suprimento de água e nutrientes durante o período. Outro 

ponto interessante de trabalho seria a avaliação da compartimentação do Mn dentro 

das folhas e também dentro das diferentes células da folha, assim como a 

concentração do nutriente no citosol, e não apenas o teor em relação à matéria seca. 
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