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RESUMO

O eucalipto estd sujeito a fatores ambientais que afetam desfavoravelmente o seu
crescimento, desenvolvimento e produtividade, como condi¢des adversas de radiacdo solar,
temperatura e disponibilidade hidrica, sendo este dltimo, o fator mais limitante. O objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicacdo de reguladores vegetais e de fosfito de
potassio em mudas de hibrido de Eucalyptus grandis vs. Eucalyptus urophylla submetidas
a deficiéncia hidrica. Foram conduzidos dois experimentos, em delineamento experimental
inteiramente casualisado com nove tratamentos e quatro repeti¢des, em casa de vegetagdo
no Nicleo de Pesquisas Avancadas em Matologia, pertencente ao Departamento de
Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondomicas da UNESP, localizada no
municipio de Botucatu (SP). Cada parcela experimental foi composta por um vaso
contendo 5 L de solo, no qual foi transplantada uma muda no estddio de 3 a 4 pares de
folhas. Os tratamentos foram aplicados quando as plantas estavam uniformes e bem
aclimatadas, via pulverizacgdo foliar, utilizando 50 mL de solu¢do com a dose especifica de
cada regulador vegetal e do fosfito de potdssio. A deficiéncia hidrica foi imposta 7 dias
apos a aplicacdo dos tratamentos, por meio da suspensdo da dgua de irrigagdo. No primeiro
experimento cada tratamento constituiu-se de 1000 g ha” do regulador vegetal (4cido
salicilico (AS), metil salicilato (MeS), dcido jasmdnico (AJ), metil jasmonato (MeJ), dcido
dihidro jasmoénico (DHJ) e metil dihidro jasmonato (MeDHJ)) e 5 L p.c. de fosfito de
potéssio. Foram adotados dois tratamentos testemunhas, sem aplicacdo de compostos,
sendo um deles submetido a deficiéncia hidrica e o outro irrigado. No segundo

experimento foram utilizados os mesmos tratamentos, com excec¢do dos tratamentos com



AS e MeS que tiveram as doses reduzidas para 200 g ha” devido a intoxicagdo observada
nas plantas destes tratamentos no primeiro experimento. As varidveis avaliadas foram: taxa
de transpiracdo, taxa de transporte de elétrons (ETR), teor de prolina e de lipoperdxidos
nas folhas e teor de umidade das folhas. Os resultados obtidos mostram que o estresse por
deficiéncia hidrica elevou os teores de prolina e de lipoperdxidos e reduziu o ETR nas
folhas de eucalipto, contudo a aplicacdo dos reguladores vegetais e do fosfito de potéssio
atenuaram os efeitos do estresse hidrico nas plantas, sendo que a aplicagdo dos AJ e Mel
atenuaram os efeitos do estresse além de reduzir a taxa de transpiragdo das plantas.
Verificou-se que o ETR permite estimar, de modo nao destrutivo, o teor de umidade nas

folhas de plantas de eucalipto.

Palavras-chave: Eucalyptus, 4cido salicilico, d4cido jasmdnico.



APPLICATION OF PLANT GROWTH REGULATORS AND POTASSIUM
PHOSPHITE IN EUCALYPTUS SEEDLINGS SUBMITTED TO WATER STRESS.
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Adviser: Dr. ANTONIO DE PADUA SOUSA
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SUMMARY

Eucalyptus is subject to environmental factors that affect negatively the plant growth,
development and productivity, as adverse conditions of solar radiation, temperature and
water availability, the latter being the most limiting factor. The aim of this study was to
evaluate the effects of exogenous application of plant growth regulators and potassium
phosphite in hybrids seedlings of Eucalyptus grandis vs. Eucalyptus urophylla subjected to
water stress. Two experiments were conducted in completely randomized design with nine
treatments and four replications in a greenhouse at Nucleus of Advanced Research in
Weed Science, in the Crop Science Department of the College of Agricultural Science,
UNESP, located in Botucatu, SP, Brazil. Each plot consisted of a vase containing 5 liters
of soil in which a seedling was transplanted in 3-4 pairs of leaves stage. When the plants
were uniform and acclimated treatments were sprayed on the leaves using 50 mL of

solution with the specific dose for each plant growth regulator with the specific dose



for each plant growth regulator and potassium phosphite. Water stress was imposed 7 days
after treatment application, through irrigation water suspension. In the first experiment,
each treatment consisted of 1000 g ha' of plant growth regulator (salicylic acid (AS),
methyl salicylate (MeS), jasmonic acid (AJ), methyl jasmonate (MelJ), dihydro jasmonic
acid (DHJ) and methyl dihydro-jasmonate (MeDHJ)) and 5 L of potassium phosphite. Two
control treatments were used, without the application of compounds, one subjected to
water stress and other irrigated. In the second experiment the same treatments were used,
except for treatment AS and MeS, where the doses were reduced to 200 g ha due to plants
intoxication observed in these treatments in the first experiment. The parameters evaluated
were: transpiration rate, electron transport rate (ETR), proline and lipoperoxides content in
leaves and moisture content. The results showed that water stress increased proline and
lipoperoxides content and reduced the ETR in the eucalyptus leaves, however the
application of plant growth regulators and potassium phosphite attenuated the water stress
effects, and the application of AJ and Mel attenuated the stress effects besides reduce the
plant transpiration rate. The ETR allows estimate, nondestructively, the moisture content in

the eucalyptus leaves.

Keywords: Eucalyptus, salicylic acid, jasmonic acid.



1 INTRODUCAO

As espécies do género Eucalyptus destacam-se dentre as espécies
florestais devido as caracteristicas de alta produtividade, crescimento rdpido e capacidade
de adaptag@o a diferentes condi¢Ges ambientais. No Brasil, sdo muito utilizadas para o
reflorestamento e o seu cultivo comercial responde por grande parte do sucesso da
atividade florestal, sobretudo nos setores ligados a produg¢@o de papel, celulose e madeira.

Igualmente a outras culturas, o eucalipto estd sujeito a fatores
ambientais que afetam desfavoravelmente seu crescimento, desenvolvimento e
produtividade, como condi¢Oes adversas de radiacdo solar, temperatura e disponibilidade
hidrica, sendo este ultimo, o fator mais limitante, pois, segundo Taiz e Zaiger (2009), a
dgua é o principal constituinte das plantas e uma pequena redug@o na disponibilidade de
dgua no solo pode afetar drasticamente seu metabolismo.

As plantas possuem defesas constitutivas ou induzidas, que se
manifestam em resposta aos estresses bidticos e abidticos e compreendem alteracoes
morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas. No caso de estresse por deficiéncia hidrica as
alteracdes morfolégicas mais comuns sdo a reducdo da 4area foliar, o fechamento
estomatico e o crescimento do sistema radicular (LOPEZ et al., 2008; TAIZ; ZEIGER,
2009). As alteragdes fisiologicas e bioquimicas dependem do gendtipo da planta, mas
geralmente compreendem menor potencial hidrico nas folhas (LIBERATO et al., 2006),
reducdo da eficiéncia quantica do fotossistema II (SILVA et al., 2007) e do teor relativo de

dgua da folha (SILVA et al., 2007; LOBATO et al., 2008), decréscimos na condutincia



estomadtica e na taxa fotossintética (POLIZEL, 2007), além de ajustamento osmético, com
acréscimos na sintese de acucares e prolina (MCCORMICK, 2007; CAMPOS et al., 2011).

Existem  compostos  orginicos que sdo  produzidos
constitutivamente pelas plantas e tem seu nivel incrementado em resposta aos estresses.
Estes compostos funcionam como indutores de resisténcia e sdo chamados hormonios
vegetais. As plantas produzem uma grande variedade de hormonios vegetais entre os quais
se incluem as auxinas, giberelinas, dcido abscisico, citocininas e etileno. Recentemente,
outros compostos que podem afetar o crescimento e o desenvolvimento vegetal t€ém sido
descritos, dentre eles o 4cido salicilico (AS) e o dcido jasmonico (AJ).

A maioria desses hormodnios vegetais possuem substincias
sintéticas andlogas que, ao serem aplicadas na planta, produzem efeitos similares aos
produzidos pelos hormonios. Essas substancias sdo conhecidas como reguladores vegetais
e em pequenas quantidades promovem, inibem ou modificam os processos fisiologicos das
plantas.

Os AS e Al estdo envolvidos na ativacdo das respostas de defesa
das plantas sob condi¢cdes de estresse, sobretudo os causados por patégenos e fatores
ambientais. Evidéncias recentes tem sugerido que esses hormodnios poderiam ter relagdo
com a expressdo de alguns genes envolvidos na defesa e na sinalizagdo das respostas a
estresses hidricos (KERBAUY, 2008).

O fosfito de potdssio € um composto importante para a produgdo
vegetal, inclusive de espécies arboreas, e consiste numa fonte de nutrientes (P e K) que
permitem corrigir rapidamente deficiéncias nutricionais, melhorando o desenvolvimento
das plantas e a sua atividade fisioldgica, a0 mesmo tempo em que estimulam a criacdo de
mecanismos naturais de defesa.

A aplicacdo de reguladores vegetais, bem como do fosfito de
potéssio, como agentes que favorecem a tolerdncia a estresses abidticos, podem ajudar a
conhecer o papel regulador destes compostos nos mecanismos de adaptacdo ao estresse
hidrico. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicacdo exdgena de
reguladores vegetais (4cido salicilico, metil salicilato, dcido jasmonico, metil jasmonato,
dcido dihidro jasmonico e metil dihidro jasmonato) e de fosfito de potdssio em mudas de

hibrido de Eucalyptus grandis vs. Eucalyptus urophylla submetidas a deficiéncia hidrica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais do género Eucalyptus

Pertencente a familia Myrtaceae, que concentra elementos volateis
nas folhas, o género Eucalyptus possui mais de 900 espécies e subespécies naturais ou
decorrentes de hibridacdo, algumas das quais pouco conhecidas, e que podem ser
encontrados desde a forma arbustiva até arvores de grande porte (BROOKER; KLEINIG,
2004; 2006). E originario da Austrilia e de regides préximas, existindo apenas um pequeno
nimero de espécies préprias dos territorios vizinhos da Nova Guiné, Indonésia e sul das
Filipinas. Apresenta ampla plasticidade e dispersdo mundial, crescendo satisfatoriamente
em diferentes condicdes edafoclimdticas, explorando aquelas das regides de origem
(SANTOS et al., 2001). Devido a esta caracteristica, encontra-se distribuido por todos os
continentes, com exce¢do da Antartida e com predomindncia nas regides tropicais e
subtropicais da América e da Australia.

E dificil precisar como e quando ocorreu a introducio do eucalipto
no Brasil. H4 relatos que datam o ano de 1825, plantados como ornamental no Jardim
Botanico do Rio de Janeiro e outros o ano de 1868 com a introdug¢@o de alguns exemplares
no Rio Grande do Sul. Independentemente de quando eles foram introduzidos no Brasil, o
certo é que as primeiras espécies foram plantadas para fins decorativos, como quebra-
ventos ou pelo dleo essencial. Contudo, em outros paises, as drvores de eucalipto ji se

destacavam como produtoras de madeira, devido ao seu rdpido crescimento e rusticidade.



Sua expansdo ganhou impulso nos primeiros anos do século XX
com o trabalho do primeiro brasileiro a se interessar pelo estudo e cultivo da planta: o
silvicultor Edmundo Navarro de Andrade. Na antiga Companhia Paulista de Estradas de
Ferro, o cientista promoveu plantios de drvores para alimentar caldeiras das locomotivas e
produzir dormentes, mourdes e postes (VIANA, 2004). Desde entdo, o eucalipto vém
sendo extensivamente utilizado em plantios florestais, para atender a diferentes usos
industriais, com ampla aceitagdo no mercado. Ele € utilizado como matéria-prima na
producdo de celulose e papel, de madeira s6lida usada em moveis, pisos, revestimentos e
outras aplicagdes na construcao civil, na producdo de carvdo vegetal e lenha para a geragdo
de energia e ¢ também fonte de matéria-prima e Sleos essenciais para a inddstria de
remédios e de produtos de limpeza.

A expansao das florestas plantadas com o género Eucalyptus no
Brasil resulta de uma série de fatores que favorecem o seu plantio em larga escala, dentre
os quais se destacam o rdpido crescimento em ciclo de curta rotagdo, a alta produtividade e
a qualidade da madeira, além de ser um gé€nero com muitas espécies e variedades
adaptadas as diversas condi¢Oes de clima e solo. Devido a estas caracteristicas, o eucalipto
consolidou-se no setor florestal e passou a ser considerado uma fonte de riqueza
econdmica e social, gerando empregos diretos e indiretos (SILVA, 2005). Atualmente, o
Brasil possui pouco mais de 4,8 milhdes de hectares de florestas plantadas de eucalipto,
sendo que grande parte estd concentrada nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Bahia
(ABRAF, 2012) e, sua produtividade se destaca por ser das mais elevadas do mundo, com
taxas que variam de 38 a 54 m’® ha'ano™! (STAPE, 2008).

As espécies mais plantadas sdo E. grandis, E. saligna, E. urophylla
e E. dunnii. No entanto, da érea total plantada com eucalipto no Brasil, aproximadamente
50% ¢é ocupada por algum tipo de hibrido (BRACELPA, 2008). A hibridagdo
interespecifica tornou-se uma forma répida e eficiente de obtencdo de ganhos genéticos no
melhoramento de espécies de Eucalyptus, com reflexos diretos e significativos na industria
florestal. A busca de complementaridade nas caracteristicas tecnoldgicas da madeira, a
tolerancia a estresses bidticos e abidticos, bem como a manifestacdo da heterose foram
verificadas em vérios cruzamentos hibridos, como por exemplo, no hibrido interespecifico
E. grandis vs. E. urophylla, denominado“‘urograndis” (ASSIS; MAFIA, 2007).

A primeira plantacdo clonal com o hibrido urograndis ocorreu em

1979 no Estado do Espirito Santo, mas foi na década de 1990 que seu uso impulsionou o



ritmo de crescimento florestal, bem como a qualidade mais homogénea das florestas
plantadas (LOPES, 2008). Este hibrido se destacou no cendrio florestal brasileiro, pelo
crescimento rdpido, com ciclos de corte entre seis e sete anos de idade e pelo bom

desempenho na produg@o de celulose e papel (BASSA, 2007).

2.2 A deficiéncia hidrica e os mecanismos de tolerancia das plantas

A deficiéncia hidrica, no solo e na atmosfera, juntamente com alta
temperatura e radiacdo, t€m sido citadas como as principais restrigdes a sobrevivéncia e as
produtividades agrondmica e florestal (FLEXAS et al., 2002). Dentre estas restri¢des, a
dgua é considerada o fator mais limitante para sustentabilidade dos sistemas agricolas
(PAIVA et al., 2005; CHAVES et al., 2009; TAIZ; ZEIGER, 2009), pois além de afetar as
relagdes hidricas e alterar o metabolismo das plantas, a limitagdo em sua disponibilidade é
fendmeno que ocorre em grandes extensdes de dreas cultivdveis, causando redugdo severa
na produtividade das culturas (NOGUEIRA et al., 2001).

O estresse por deficiéncia hidrica é produzido tanto pela limitagio
de 4gua no solo quanto por perda excessiva pela transpiracdo em relacio a absor¢do feita
pelas raizes, sendo esses processos influenciados por fatores ambientais e por
caracteristicas da propria planta (SANT’ ANNA, 2009).

A seca ¢ uma condi¢do meteoroldgica, tolerada pelas plantas que
sobrevivem a ela e evitada por nenhuma, assim, plantas capazes de obter mais d4gua ou que
possuem maior efici€éncia de uso, resistem melhor aos periodos de escassez. Plantas dos
tipos fotossintéticos C4 e CAM conseguem explorar ambientes mais dridos (TAIZ;
ZEIGER, 2009), diferentemente do tipo C3, caso do eucalipto. Apesar disso, 0s avangos no
estudo da eficiéncia do uso da dgua t€ém demonstrado que o eucalipto possui mecanismos
fisiolégicos que regulam a absor¢do e a perda de dgua, influenciando diretamente a
produtividade florestal (LOPES, 2008).

Em condicdes normais as moléculas biolégicas encontram-se
hidratadas em seu estado natural e em casos de desidratacdo rdpida pode ocorrer a
desnaturagdo irreversivel das proteinas, jd que € a d4gua o solvente, por meio do qual, gases
minerais e outros solutos entram na célula e se movimentam de uma para outra e de um

orgdo para o outro (MARENCO; LOPES, 2005). Além disso, a dgua € essencial aos
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diversos processos metabdlicos das plantas, sobretudo por ser reagente de numerosas
reacdes quimicas e bioquimicas, como a fotossintese, e essencial para o alongamento e o
crescimento celular, a abertura dos estdmatos e os movimentos plasticos das folhas, sendo
que quando as células perdem sua turgidez, a planta murcha, e todos esses processos ficam
comprometidos (MARENCO; LOPES, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2009).

A irrigacdo deve repor ao solo a quantidade de dgua retirada pela
cultura e o momento de se irrigar € aquele em que a disponibilidade de dgua no solo
assume valor minimo, abaixo do qual a planta comega a sentir os efeitos da restricdo de
dgua (TORMENA et al.,, 1999). Com a diminui¢cdo gradativa do conteido de 4gua
disponivel no solo, o desenvolvimento das plantas é afetado e pode variar em funcio das
caracteristicas adaptativas da espécie, do estddio de desenvolvimento da planta, da
possibilidade de aclimatacdo e da severidade do déficit de dgua (SANTOS; CARLESSO,
1998; CALBO; MORAES, 2000).

O estresse pode se manifestar em varios graus de severidade, com
duracgdo variavel, combinados ou ndo, de modo continuo ou alternando com momentos de
normalidade. Considerados esses fatores, as plantas podem manifestar resisténcia ou
tolerancia, sobrevivendo e, as vezes, até crescendo, mesmo que em menores taxas ou
podem manifestar sensibilidade sofrendo redugdo do crescimento e, dependendo da
intensidade do estresse, podendo chegar a morte (CAMBRAIA, 2005).

Quando a ocorréncia do déficit hidrico € rapida, os mecanismos
morfofisioldgicos sdo severamente afetados e a planta necessita adaptar-se rapidamente a
nova condi¢do. Assim, plantas irrigadas normalmente apresentam menos resisténcia a
situacdes de deficiéncia hidrica no solo, enquanto que as plantas cultivadas sob déficit
hidrico gradual ou a deficiéncia de dgua no solo no inicio do seu ciclo, se adaptam mais
facilmente. A tolerdncia da planta a deficiéncia hidrica parece ser um importante
mecanismo de resisténcia, para manutencdo do processo produtivo em condicdes de baixa
disponibilidade de 4dgua as plantas (SANTOS; CARLESSO, 1998).

Alteracdes morfoldgicas, fisiolgicas e bioquimicas podem ocorrer
na planta em consequéncia do estresse por deficiéncia hidrica. As alteragdes morfoldgicas
mais comuns sio a reducio na drea foliar, fechamento estomatico e crescimento do sistema
radicular (LOPEZ et al., 2008; TAIZ; ZEIGER, 2009). J4 as alteracdes fisioldgicas e
bioquimicas dependem do gendtipo da planta, mas geralmente compreendem menor

potencial hidrico nas folhas (LIBERATO et al., 2006), reducdo da eficiéncia quantica do
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fotossistema II (SILVA et al., 2007) e do teor relativo de dgua da folha (SILVA et al.,
2007; LOBATO et al., 2008), decréscimos na condutincia estomaética e taxa fotossintética
(POLIZEL, 2007), além de ajustamento osmético, com acréscimos na sintese de acticares e
prolina (MCCORMICK et al., 2008; CAMPOS et al., 2011).

As plantas apresentam estratégias de defesa contra estresses
bidticos e abidticos que podem ser constitutivas ou induzidas. Segundo Velini et al. (2009),
apds a detec¢do do estresse na planta, genes de resisténcia sdo ativados promovendo
reacOes genéricas ou especificas que ativam ou inibem vdrias rotas metabolicas,
modificando toda a sintese e acumulagdo de compostos. Em certas condi¢des e em algumas
plantas, um composto que € produzido constitutivamente, pode ter seus niveis
incrementados em resposta a um ataque externo. Em alguns casos, um composto pode ser
constituinte nas raizes, mas induzido nas folhas da mesma planta, ou vice-versa (DfAZ,
2009).

O efeito da deficiéncia hidrica sobre as plantas € complexo, € as
mesmas respondem através de vdrios processos adaptativos, ndo havendo, para tanto,
mecanismo universal de resisténcia a seca, mas sim certos tipos de adaptagdes dentro de
cada grupo ecofisiolégico que as permitem resistirem a escassez de dgua. Essas respostas
estdo relacionadas com a capacidade de reduzir o potencial hidrico, aliadas as adaptagdes
na morfologia e fisiologia das plantas que se traduzem em evitar ou transpor os efeitos
letais da seca, sendo que embora esses pardmetros sejam avaliados, na maioria das vezes,
isoladamente, as plantas utilizam mecanismos associados para a manutencdo da vida em
ambientes adversos (NOGUEIRA et al., 2005). De acordo Beever (2000) uma resposta
especifica ao déficit hidrico representa, na realidade, a combinacdo de eventos moleculares
prévios, que foram ativados pela percepcao do sinal de estresse.

Conforme citado anteriormente, as plantas passam por mudangas
fundamentais na relacdo da célula com a dgua e nos processos morfofisiologicos e
nutricionais, influenciando na sua capacidade de resistir as condi¢des adversas do meio. O
desenvolvimento de mecanismos de adaptacdo a condicdes adversas, como O estresse
hidrico, tem o componente genético, sendo assim, mesmo entre plantas de uma mesma
espécie, hd respostas diferentes quanto a adaptacdo a estas condi¢des (ARRIEL, 2004).

O crescimento celular € uma das caracteristicas morfoldgicas mais
sensiveis a deficiéncia hidrica e, na maioria das vezes, € reduzida mesmo antes da

atividade fotossintética ou da condutincia estomédtica. Quando o contetddo de d4gua em um
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tecido ou célula estd abaixo do contetido mais alto, exibido no estado de maior hidratacio,
a planta se encontra em déficit hidrico, que pode provocar vérios efeitos sobre o
crescimento, principalmente no consumo de assimilados das folhas em expansdo e na
fotossintese, que em geral, € proporcional a 4rea foliar. Por conseguinte, ha restricdo ao
acimulo de massa, prejudicando tanto o crescimento inicial das plantas como os estddios
mais tardios, refletindo em limitacdes na drea foliar e no nimero de folhas, além de
acelerar a senescéncia e a abscisdo das folhas e afetar o niimero e as taxas de crescimento
dos ramos e o crescimento do caule (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Em situacdo de baixa disponibilidade hidrica no solo, as plantas
reduzem a perda de dgua ao reduzir a condutincia estomética, ou seja, ao absorverem CO,,
inevitavelmente as plantas perdem &dgua pelas folhas, contudo quando submetidas a
condicOes de estresse por déficit hidrico, elas controlam a perda de dgua através dos
estomatos utilizando mecanismos para controlar o seu grau de abertura (PAIVA et al,
2005). Portanto, o fechamento estomdtico é provavelmente uma das primeiras linhas de
defesa da planta contra a perda de dgua, como também € o fator mais importante de
controle da fixacdo do carbono, reduzindo a transpiracio com reflexos diretos na
fotossintese (NOGUEIRA et al., 2005). Segundo Souza et al. (2004), o controle da perda
de 4gua pelo fechamento estomdtico consegue manter elevado o potencial hidrico e o
contedido relativo de &4gua nas folhas, mas, como consequéncia, hi restricdes na
condutincia estomdtica e trocas gasosas, o que reduz a taxa de transpiragdo, a assimilagdo
de CO, e o desenvolvimento da planta.

Estudos com eucalipto tem comprovado que a produ¢do de matéria
seca total € linearmente proporcional a quantidade de &4gua usada pela cultura
(ALVARENGA, 1994; SASSE et al, 1996; ISMAEL, 2001; SILVA, 2003; LOPES, 2004).
Como os estdmatos fecham durante os estddios iniciais do estresse hidrico, pode haver um
aumento da eficiéncia do uso da dgua, mais CO, pode ser absorvido por unidade de dgua
transpirada, porque o fechamento estomdtico inibe a transpiragdo mais do que diminui as
concentracoes intercelulares de CO, (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Em relacdo a fase de transporte de elétrons durante a fotossintese
nas plantas, tem-se que a luz € absorvida por pigmentos do complexo antena, que, ao
excitarem os elétrons, transferem energia para os centros de reacéo dos fotossistemas Il e I
(YOUNG; FRANK, 1996). Quando ocorre excesso de energia, esta pode ser dissipada na
forma de fluorescéncia (KRAUSE; WINTER, 1996). O estresse hidrico podera promover
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efeitos deletérios nos cloroplastos interferindo na eficiéncia da fotossintese inativando o
fotossistema II (P680 ou FSII) e a cadeia de transporte de elétrons que daria origem ao
ATP e NADPH, (COSTA et al., 2003). A fluorescéncia da clorofila pode ser utilizada
como um mecanismo eficiente para medicdes fotossintéticas (GENTY et al., 1989) e
fornece informacdes rdpidas e ndo destrutivas acerca da conversdo, transferéncia e
dissipacdo da energia luminosa em nivel de fotossistema II (BILGER et al., 1995). Para
esse tipo de avaliacdo sdo utilizados fluordmetros, em aplicagdes que variam desde a
répida identificacdo de injlrias causadas ao aparelho fotossintético, mesmo quando o
sintoma ainda ndo ¢é visivel, até a andlise detalhada da alteracdo da capacidade
fotossintética da planta (ARALDI et al., 2012).

Outra alteracio metabdlica importante para as plantas em
condi¢cdes de estresse, inclusive o estresse hidrico, é a indugdo do aumento da produgdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO). As principais formas de ERO sdo o radical
superéxido (Oz), o per6éxido de hidrogénio (H»O:) e o radical hidroxila (OH). Em
situacOes de estresse as ERO podem agir como sinais para a ativacdo de respostas de
defesa (LEVINE et al.,, 1994; LOW; MERIDA, 1996) podendo ser vistas tanto como
indicadores celulares de estresse como mensageiros secundarios envolvidos na via de
transducdo de sinais na resposta ao estresse (MITTLER, 2002).

Quantidades mais elevadas de ERO ocasionam o estresse oxidativo
caracterizado por severas injdrias, como desintegragdo de clorofila, fragmentacdo do DNA,
extravasamento i6nico, modificacdes protéicas, peroxidacdo de lipidios e, finalmente,
morte celular (MOLLER et al.,, 2007). A ocorréncia da peroxidacdo lipidica em
membranas causa danos na estrutura e funcionamento da mesma, alterando sua fluidez,
inativando receptores e enzimas da membrana (HALLIWELL; CHIRICO, 1993). A
alteracdo nos teores de lipoperdxidos € indicador de prevaléncia de dano oxidativo nos
tecidos (CATANEDO et al., 2005), causado por fatores como o estresse hidrico. Em plantas
submetidas a severo estresse hidrico, Baisak et al. (1994) observaram aumento dos teores
de lipoperdxidos.

A relacdo direta entre a reducdo da concentracdo interna de CO,,
em razdo do fechamento estomdtico, gera decréscimos na assimilacdo de CO; e no
rendimento quantico do fotossistema II. H4 evidéncias de que os efeitos do estresse hidrico
sobre o fotossistema II podem ser mediados pela producido e acumulagdo de ERO, que

provocam extensivos danos as membranas, desencadeando processos peroxidativos de
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lipidios, com perda de eletrdlitos pela célula e consequente perda de turgescéncia
(QUEIROZ et al., 2002).

A deficiéncia hidrica caracteriza-se como um dos estresses
ambientais responsdveis por promover ajustes no metabolismo celular, favorecendo a
turgescéncia da célula via acdmulo de substancias organicas (SILVA et al., 2004), dentre
as quais destaca-se o acimulo de uma mistura complexa de dcidos orgénicos, agticares e
aminodcidos, a qual tem sido denominada de ajustamento osmoético ou osmorregulagdo
(NOGUEIRA et al, 2001; NUNES, 2007). Por meio deste mecanismo, as plantas
conseguem diminuir o potencial hidrico sem que haja reducdo da turgidez das células
vegetais, permitindo a continuidade de processos fisioldgicos essenciais para o seu
crescimento e desenvolvimento (DESTRO, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2009).Contudo, para
Serraj e Sinclair (2002), o ajuste osmoético permite a sobrevivéncia da planta em
deficiéncia hidrica, mas ndo mantém o crescimento e a produtividade.

Estudos t€ém mostrado que, em resposta a deficiéncia hidrica,
muitas plantas sintetizam e acumulam acgudcares, tais como sacarose, sorbitol e
oligossacarideos, manitol, aminoécidos (prolina) e aminas (glicina, betaina e poliaminas)
(TAll et al., 2002; SHULAEV et al., 2008).

O actimulo de prolina quando as plantas entram em déficit de dgua,
tem sido relatado e estudado desde 1954 e existem contradicdes em relagdo a funcdo do
acimulo de prolina em plantas submetidas a estresse. Alguns autores afirmam que a
prolina teria funcGes ligadas a processos de adaptacdo ao déficit hidrico (SINGH et al.,
1973), enquanto outros autores apontam a prolina como indicador de estresse (BECHER,;
FOCK, 1986).

Larcher (2004) relata que, sob influéncia de estresses ambientais, a
sintese de proteinas € inibida e a degradacdo é acelerada, o que leva a um acimulo de
aminodcidos e aminas livres, apresentando como caracteristica marcante de um distirbio
no metabolismo das proteinas, uma mudanga nas propor¢cdes de aminodcidos e,
frequentemente, um aumento elevado na concentra¢do de prolina livre. Segundo Marin
(2003), a prolina acumula-se nas células com funcdo osmoprotetora, prevenindo a
desnaturagdo de proteinas e preservando a estrutura de enzimas. Acredita-se que a prolina
atue no ajustamento osmotico, na estabilizacdo de estruturas subcelulares e na eliminagdo
de radicais livres, ou ainda participe na constitui¢do de um estoque de N e C que poderia

ser utilizado depois do periodo de estresse (TAYLOR, 1996; LEITE et al., 2000).
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Em diferentes culturas a prolina livre é acumulada no tecido foliar
quando hd reduc¢do no potencial hidrico da folha (HANSON et al., 1979, SAWAZAKI et
al., 1981; SAWAZAKI et al., 1985, CASTRO et al., 2007; ALVARENGA et al., 2011).
Segundo Tully et al. (1979) o acimulo de prolina parece decorrer do estado interno de
dgua das folhas, pois as que mais rapidamente apresentam sintomas de dessecacdo sdo as
que mais rapido acumulam prolina.

A capacidade de acumular prolina, observada durante a falta de
dgua, tem sido associada com a tolerdncia das plantas a essa condi¢do desfavorivel,
contudo, ndo se pode afirmar que plantas com alto acimulo de prolina sdo tolerantes a
seca, visto que, o menor actimulo de prolina resulta da capacidade de manutengdo de alto
nivel de dgua durante o estresse, sendo este evento considerado como um fator de
sobrevivéncia da folha (SAWAZAKI et al., 1981).

Conforme o abordado, pode-se notar que dentre os fatores
ambientais que podem influenciar negativamente a produtividade dos plantios de eucalipto,
a deficiéncia hidrica ¢ um dos que mais afeta e causa prejuizos. Assim, compreender a
adaptacdo da fisiologia dessas plantas as condi¢cdes ambientais, por meio de estudos
envolvendo aspectos fisioldgicos e bioquimicos em relacdo as repostas das plantas ao

estresse causado pela deficiéncia hidrica sdo de grande relevancia.

2.3 Reguladores vegetais na interaciao planta - estresse

Os hormonios vegetais constituem uma vasta gama de compostos
organicos, ndo nutrientes, produzidos em uma parte da planta e translocados para outra
parte onde, em mindsculas concentragdes, desencadeiam respostas fisioldgicas especificas,
relacionadas com a regulagdo do crescimento e da defesa das plantas (LESSENGER,
2006).

Existem compostos andlogos aos hormonios vegetais que ao serem
aplicados exogenamente nas plantas desempenham fungdes similares. Tais compostos sido
denominados reguladores de crescimento vegetal ou simplesmente, reguladores vegetais.
Os reguladores vegetais sdo compostos quimicos, de origem natural (extratos de fontes

naturais quaisquer) ou sintética (sintetizados em laboratérios), necessdrios em
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pequenissimas quantidades para promover, inibir ou modificar os processos fisioldgicos da
planta (PESSARAKLI, 2001).

Baseado nas caracteristicas quimicas e nos efeitos que exercem os
hormonios vegetais ou reguladores vegetais s@o classicamente agrupados em cinco
principais categorias: giberelinas, citocininas, auxinas, etileno e dcido abscisico (COLLI,
2008). Atualmente inclui-se neste grupo o 4cido salicilico, os jasmonatos,
brassinosterdides, poliaminas e oligossacarinas (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A maioria dos hormdnios vegetais sdo sintetizados endogenamente
pelas plantas, porém devido as condi¢Oes climédticas e ambientais adversas, essa produgdo
nem sempre ¢ satisfatéria, uma vez que estes compostos podem ser ativados somente
durante uma determinada fase de desenvolvimento da planta, numa determinada estagdo do
ano ou ainda sob condicio de estresse causado por fatores bidticos ou abidticos
(VERPOORTE; MEMELINK, 2002). Isso geralmente é devido ao fato da producgdo ser
controlada de maneira especifica no tecido, ou seja, via rotas bioquimicas que sdo ativadas
por estimuladores.

Os estimuladores sdo compostos ou tratamentos que induzem as
plantas a produzirem mecanismos naturais de defesa, e seu efeito depende de fatores tais
como a concentragdo do estimulador, o estidgio de crescimento da cultura no momento da
estimulagdo, o periodo de contato da cultura com o estimulador e o tempo de estimulagdo
(LOURENCO, 2003). Eles estdo divididos em duas classes: os de origem ndo bioldgica,
denominados agentes abidticos, e os de origem bioldgica, ou agentes bidticos
(BHAGWATH; HJORTSO, 2000).

Os efeitos e danos provocados por esses agentes sdo reconhecidos
pelas plantas que acionam sistemas de sinaliza¢do e amplificacdo de sinais. Os sistemas
sinalizadores conhecidos até o momento ativam genes de resisténcia, promovendo reacdes
genéricas ou especificas nas plantas. Apds a detec¢do do estresse ou do agente causal,
vérias rotas metabdlicas podem ser ativadas ou inibidas nas plantas, modificando toda a
sintese e acumulacdo de compostos. Na Figura 1 encontra-se um esquema resumido das
informacdes disponiveis sobre os sistemas de reacdo ou defesa das plantas (VELINI et al.,
2009).

O AS e o AJ estdo envolvidos na regulacio das respostas de defesa
e sinalizacdo das plantas frente a patdgenos e estresses abidticos (YASUDA et al., 2008).

As vias de sinaliza¢do desses hormonios vegetais ndo sdo isoladas, mas interligados por
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uma complexa rede que envolve vdrias respostas de defesa e processos de desenvolvimento

(MARTIN, 2009).

Efeitos e danos provocados por pragas, Eliciadores produzidos por pragas, doencas e
doencas, plantas daninhas e agentes abiéticos plantas daninhas

| |

Sistemas de reconhecimento dos Sistemas de recepg¢@o e reconhecimento dos
efeitos e danos eliciadores

| |

Sistemas de Sinalizacdo e Amplificacdo de Sinais
Acido Jasmonico ou Jasmonato: JA
Acido Salicilico ou Salicilil: SA

T ——
Ester Metilico do Acido Jasmonico: MeJA
Ester metilico do Acido Salicilico: MeSA
(Etileno; Outros Compostos Voldteis; AOS e Oxido Nitrico - NO)
A A
Reacéio das Plantas
Resisténcia Local (LAR)
Resisténcia Sistémica (SAR)
A A
Y v
» Modificacoes Estruturais
Reacdo de Hipersensibilidade Espessamento da Cuticula
Actimulo de Lignina
Morte Celular ’—> &
I ‘ ‘ E Metabolismo de lipideos / JA
Sistemas Antiestresse Acumulagio de Proteinas de
L -«
Acumulacdo de AOS Compostos de Defesa - Resisténcia
T ‘ [ ‘T T ‘
Y Compostos Fen6licos / SA Compostos Secunddrios Nitrogenados Terpenos Y
Aminodcidos Aromiticos Rota do Aminodcidos Rota do Rota do
Rota do Acido Chiquimico Acido Malénico Alifdticos Acido Mevalénico Metileritritol Fosfato
Principais Enzimas: EPSPS e PAL
-

Expressao de Genes de Resisténcia
Figura 1. Esquema resumido dos sistemas de reag¢do ou defesa das plantas. Fonte: Velini et

al., 2009.

2.3.1 Acido salicilico e seus derivados

O AS pertence ao grupo bastante diverso dos compostos fendlicos,
usualmente definidos como substancias com um anel aromatico ligado a um grupo hidroxil

ou ao seu derivado funcional (Figura 2) (COLLI, 2008). E considerado um horménio
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vegetal devido a sua implicagdo na regulacdo da planta, atuando como importante indutor
de diversos processos fisiologicos, incluindo a fotossintese. Segundo Velini et al. (2009), é
um composto sinalizador e amplificador de sinais, que induz a expressao de genes de
resisténcia nas plantas.

Grande parte dos compostos de carbono das plantas deriva da via
de sintese do 4cido chiquimico que gera uma grande variedade de aminodcidos arométicos
precursores da lignina, considerada um constituinte estdvel e abundante da madeira. A via
do 4cido chiquimico em seu principio forma o dcido corismico que é um intermedidrio
comum para a sintese do triptofano, fenilalanina, tirosina e muitos outros compostos

aromaticos, como o AS (VELINI et al., 2009; MARTfN, 2009).

OH
OH

Figura 2. Estrutura quimica do 4cido salicilico.

Para a sintese do AS em plantas foram propostas duas vias,
conforme mostra a Figura 3. A primeira indica a via fenilalanina—dcido trans-
cindmico—acido benzodico—4cido salicilico (METRAUX, 2002), e a segunda, descoberta
mais recentemente, aponta a atividade da via do dcido corismico—isocorismato—dacido
salicilico (WILDERMUTH et al., 2001). Ambas as vias diferem em sua localizacdo na
célula, enquanto a primeira envolve cloroplastos e peroxissomos, a segunda é
essencialmente cloroplastica (RASKIN, 1992 apud MARTIN, 2009).

O AS e o metil salicilato (MeS) sdo compostos sinalizadores
associados a sintese de compostos fendlicos. Estes sdo capazes de induzir a sintese deles
préprios, atuando, também, como amplificadores de sinais. Park et al. (2007) identificou o
MeS como a forma mével do AS, que resulta da conversdo do AS pela enzima AS metil
transferase no local da sua sintese. Como o MeS € voldtil, pode participar na sinalizacao

entre as plantas vizinhas (SHULAEV et al., 1997), atravessando os diferentes tecidos,
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sendo hidrolisado a AS nas células alvo pela atividade da proteina 2 ligante de AS
(SABP2) (PARK et al., 2007).

O AS estd prioritariamente envolvido a resisténcia de doencas
provocadas por patégenos biotroficos, contudo o crescimento de plantas associado a
resisténcia a doencas ndo pode ser analisado de modo reducionista, considerando-se que a
sintese de AS e a inducdo de genes de resisténcia por este composto serd sempre efetiva e

benéfica (VELINI et al., 2009).

Via acido chiquimico
o,
Acido Acido
oJLco—_> —>  arogénico —> TIROSINA
z 2

OH i
‘L Acido corismico

‘L \I, IcS Fenilalanina
PAL
v

antranilico

C Flavandides
‘l' WOH Acido —> Llignina
OJLCO{ transcindmico Xantonas
TRIPTOFANO \
J' PL ,j,
socorismato Acido benzdica Acido o-cumarico

H 1L J' BAZH /
Ho 4 o,

ACIDO SALICILICO
VIA 1

Piruvato
ACIDO sALICiLICO
VIA 2

Figura 3. Biossintese do 4cido salicilico em plantas. As abreviaturas das enzimas se
referem a: isocorismato sintase (ICS), isocorismato piruvato liase (PL), fenil

amonia liase (PAL) e dcido benzodico 2-hidrolase (BA2H). Fonte: Martin, 2009.

Os resultados obtidos nos ultimos anos mostram que o AS pode ser
um composto promissor na reducdo da sensibilidade dos cultivos aos estresses abidticos,
visto que em determinadas condi¢cdes atenua os efeitos adversos produzidos por distintos

fatores ambientais estressantes, como a luz ultravioleta (MAHDAVIAN et al., 2008), alta
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temperatura (CHAKRABORTY; TONGDEN, 2005), deficiéncia hidrica (MARDANI et
al., 2012) e salinidade (YILDIRIM et al., 2008).

O AS desempenha um papel fundamental na tolerancia ao estresse
hidrico e interesses considerdveis t€ém sido focados neste dcido, devido a sua capacidade de
induzir efeitos de prote¢do em plantas submetidas ao estresse por escassez de dgua
(AZOOZ; YOUSSEF, 2010). Neste sentido, a aplicacdo exdgena de AS tem sido testada
em diferentes cultivos agricolas com a finalidade de investigar a capacidade deste em
atenuar os efeitos adversos causados pela deficiéncia hidrica, a exemplo das pesquisas
desenvolvidas por Singh e Usha (2003) e Horvéath et al. (2007) em trigo, Hussain et al.
(2008) em girassol, Carvalho et al. (2007) em caléndula, Mardani et al. (2012) em pepino e
Duries (2006) em feijao.

O efeito da aplicacdo exdgena de AS muitas vezes pode ter um
resultado contraditério, geralmente a deficiéncia ou o alto nivel de AS aumenta a
susceptibilidade da planta ao estresse, contudo aplicagdes exdgenas entre 0,1 e 0,5 mM sdo
concentracdes Otimas que geralmente melhoram a tolerancia; porém, devem ser estudados
os tipos de plantas e o estddio de crescimento do cultivo (YUAN; LIN, 2008). Esse efeito
duplo, de deficiéncia ou alto nivel de AS, provoca um estresse oxidativo transitério em
plantas e aumenta a capacidade antioxidante destas (BORSANI et al., 2001). O estresse é
devido principalmente ao incremento do H,O, (HARFOUCHE et al., 2008), favorecido
pela inibi¢do de enzimas que o detoxificam (CAT e APX) (PALMA et al., 2009), e pela
ativacdo enzima superoxido dismutase (SOD) (AZEVEDO et al., 2004).

O estimulo da sintese enddgena ou a aplicacdo exdgena de AS,
pode agir como indutor de tolerdncia aos diferentes estresses, e conforme citado
anteriormente, elevar ou regular a atividade de enzimas de desintoxicacdo celular, como
peroxidasses e superdxido-dismutases, que estdo especialmente envolvidas na degradacio
de radicais ativos oxigenados (CARVALHO et al., 2007).

A aplicacdo do AS pode inibir a germinacdo e o crescimento da
planta, interferir na absorcdo das raizes, reduzir a transpiragc@o e causar abscisdo das folhas,
bem como alterar o transporte de fons, induzindo uma rdpida despolarizacdo das
membranas, ocasionando um colapso no potencial eletroquimico (COLLI, 2008). No
entanto, em alguns trabalhos foi observado que o pré-tratamento com AS em plantas de
trigo ativa a germina¢do de sementes, o crescimento das plantas e a atividade mitética nos

dpices radicais (SHAKIROVA et al., 2003) e favorece o aumento do nimero de folhas
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(HAYAT et a.,, 2005), em mudas de plantas ornamentais estimula a produgdo e
diferenciacdo de raizes (SINGH, 1993), enquanto que em cevada, Pancheva et al. (1996)
observaram um atraso na emergéncia das mesmas.

De acordo o exposto, € importante o conhecimento da interagcdo ou
mudanga do balango hormonal induzido pelo AS na obtencdo de respostas fisiologicas e de
defesa na planta, pois apesar de ser aceita a funcdo do AS na defesa do vegetal, o seu papel

central ainda ndo é completamente esclarecido (GRANT; LAMB, 2006; MYSORE, 2008).

2.3.2 Acido jasmonico e seus derivados

O AJ ¢ encontrado em muitas espécies vegetais e estd envolvido
em diversas funcOes nas plantas, mediando eventos nas células, tais como respostas de
defesa, floracdo e senescéncia por meio de sinais intracelulares e da expressdo de um
grande nimero de genes que parecem estar regulados por ele (ZIMILA, 2011), incluso no
processo de traducdo de sinais que regulam os genes de defesa das plantas (LOURENCO,
2003).

E um 6leo amarelo viscoso, soliivel em acetato de etil, cloroférmio,
etanol, metanol, acetona e éter, e pouco solivel em dgua. Sua férmula é C;,H;303 e a

estrutura quimica estd apresentada na Figura 4.

ath
—

OH

Figura 4. Estrutura quimica do 4cido jasmonico.

A rota bioquimica do AJ deriva do 4cido linoleico que pode ser
convertido em d4cido ciclopentanona 12-oxofitodiendico (12-oxo0-PDA), através de

peroxidacdo mediada pela enzima lipoxigenase, seguida da acdo do aleno 6xido sintase e
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aleno 6xido ciclase. A 12-oxo-PDA ¢é convertida em AJ através de reducdo e de tripla -
oxidacdo (VICK; ZIMMERMAN, 1984).

A presenga de édcido linolénico é fundamental para que ocorra a
sintese de AJ, de modo que plantas mais ricas em dcido linolénico provavelmente
apresentardo maiores niveis de eficiéncia do sistema sinalizador fundamentado no AJ com
reflexos na tolerancia aos estresses (VELINI et al., 2009).

Os jasmonatos s@o produzidos a partir de estimulos externos ou de
genes de expressdo e estdo presentes com maior atividade nos tecidos em crescimento.
Geralmente, encontram-se presente nas plantas em concentra¢cdes menores que 10 pM,
porém, seu nivel pode variar em fungdo do tecido, do periodo de desenvolvimento e do
estimulo externo (MASON et al., 1992). Os maiores niveis de AJ e Mel sao encontrados
nos tecidos reprodutivos, flores e frutos, sendo os menores niveis encontrados nas raizes e
folhas maduras. Contudo, em casos de injdrias, podem se mover rapidamente nas plantas,
tanto no estado liquido como no gasoso, estimulando respostas defensivas na prépria
planta bem como em plantas vizinhas (FARMER; RYAN, 1990).

A atividade bioldgica dos hormonios vegetais estd determinada
pelo efeito fisiolégico que provocam nas plantas, seja inibicdo ou estimulagdo de alguma
funcdo. A aplicacdo exdgena dos jasmonatos nas plantas produz efeitos muito variados,
dentre eles: inibe o alongamento de raizes, a germinagdo e o crescimento de sementes,
promove a biossintese de etileno, a degradacdo da clorofila e o fechamento dos estomatos
em condi¢des de estresse e aumenta a resisténcia das plantas a infec¢des por patdgenos
(SANCHEZ, 2008).

Os jasmonatos estdo envolvidos na indugdo da expressdao da
lipoxigenase, a qual estd envolvida na biossintese do AJ. A inducdo da lipoxigenase via
aplicacdo de jasmonatos, pode fazer com que uma planta suscetivel suporte mais os
ataques de patégenos ou, entdo, aumente sua capacidade de sintetizar outros derivados de
compostos lipidicos usados em sua defesa. Baixas concentracdes de jasmonatos podem
induzir a produgdo de inibidores de proteinases e estimular a biossintese de flavondides e
de sesquiterpendides, entre outras substancias (CREELMAN; MULLET, 1997).

A atividade do MelJ em plantas é altamente dependente da sua
concentracdo. Em baixa concentracdo (1 a 10 uM) nos tecidos atua na indugdo da

expressdo génica, relacionada com a defesa da planta, sendo que em concentracdes altas
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(acima de 50 uM) provoca senescéncia, induzindo a morte celular (MASON; MULLET,
1990 apud MELLO, 2009).

Foi observado efeito positivo no aumento da produgdo de
antocianinas em cultura de células apds estimulagdo com AJ e MeJ (ZHANG et al, 2002) e
de taxanos ap0s estimulacdo com MeJ ou metil dihidro jasmonato (MeDHJ) (DONG;
ZHONG, 2001).0 MeJ pode ser um importante sinalizador de longa distancia induzindo a
acumulagdo de AS em tecidos ndo afetados por patégenos (SHULAEV et al., 1997).

Weidhaseet al. (1987 apud SANCHEZ, 2008) encontraram em
folhas de aveia tratadas com solugdes de AJ e MelJ a formacdo de proteinas que ndo
estavam presentes em folhas tratadas apenas com dgua destilada. Estes compostos foram
chamados de proteinas induzidas por jasmonatos que, segundo Wasternack (2002), sdo
proteinas que intervém nas respostas contra o ataque de fungos, estresses ambientais, no

desenvolvimento das plantas, entre outros.

2.4 Fosfito de potassio

O fosfito (P,Os) é obtido da neutralizacdo do 4cido fosforoso
(H3PO3) por uma base (hidréxido de sédio, hidréxido de potdssio ou hidréxido de amonio),
sendo rapidamente absorvido pela planta e translocado pelo xilema e posteriormente pelo
floema. Devido ao seu alto grau de solubilidade e mobilidade, possui caréter sist€mico,
permitindo ser aplicado de diversas formas como pulverizagdo foliar, pincelamento ou
imersdo. Na reacdo como hidréxido de potéssio (KOH), tem-se a formacdo do fosfito de
potassio MENEGHETTI, 2009).

Os fosfitos tém sido utilizados nos cultivos agricolas, inclusive em
cultivos florestais, devido as inimeras vantagens particulares do produto, como o baixo
custo relativo da matéria-prima, melhoria do estado nutricional das plantas, sobretudo nos
estddios de maior aumento da atividade metabdlica quando a aplicacdo do produto
representaria um fornecimento suplementar de nutrientes, devido a absor¢do mais rdpida de
fésforo pela planta em comparagdo com produtos a base de fosfato, equilibrio nutricional
das plantas, dentre outros (NOJOSA et al., 2005).

O potéssio ndo faz parte de nenhum composto orginico, portanto

ndo desempenha funcdo estrutural na planta. Consiste em um macronutriente que atua na
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ativac@o de enzimas e estd envolvido na sintese de proteinas e no acimulo de aminoécidos,
amidas, aminas e nitratos. Reducdes na taxa fotossintética por unidade de area foliar e nas
taxas de respiracdo foram verificadas em plantas por conta da caréncia de potdssio. O
suprimento inadequado deste nutriente faz com que os estdmatos ndo se abram
regularmente, podendo ocorrer menor assimilagdo de CO; nos cloroplastos, diminuindo
consequentemente a fotossintese (SILVEIRA, 2000).

Plantas deficientes em potdssio apresentam menor turgor, pequena
expansao celular e maior potencial osmético (MALAVOLTA et al., 1997, MENGEL;
KIRKBY, 2001). Outro efeito atribuido ao potdssio é que plantas bem nutridas sdo mais
resistentes, em razdo da maior retencdo de dgua (SILVEIRA; MALAVOLTA, 2000).
Romero (2008) ao estudar eucalipto submetido a fertilizacio com potdssio sob duas
condi¢cdes hidricas (com estresse € sem estresse) observaram maior eficiéncia no uso da
dgua (EUA) nas plantas submetidas ao estresse, devido provavelmente ao melhor controle
na abertura estomadtica, que permitiu diminuir a perda de dgua.

Outros trabalhos evidenciam o efeito benéfico do potdssio em
plantas sob estresse hidrico, a exemplo, Silva et al. (2004a) observaram que em mudas de
Eucalyptus grandis submetidas a pequeno estresse hidrico, o potdssio aplicado foi
importante para a reducdo da perda de dgua pelas plantas. Igualmente, os resultados
obtidos por Teixeira et al. (1995) mostraram que o maior contedido de potdssio em
Latossolo foi importante para a manutencdo do turgor em espécies e hibridos de

Eucalyptus.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Conducio dos experimentos

A pesquisa compreendeu dois experimentos conduzidos em casa de
vegetacdo no Nucleo de Pesquisas Avangadas em Matologia (NUPAM), pertencente ao
Departamento de Producdo e Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas da UNESP, localizada no municipio de Botucatu (SP) com as coordenadas
geogréficas 22°51° 00.09”S e 48° 25° 25.89”W e altitude de 786 m. O clima da regido, de
acordo com a classificacdo de Koeppen, € definido como Cwa: clima temperado quente
(mesotérmico) (CUNHA et al., 2006).

O primeiro experimento foi realizado no periodo de marco a maio e
o segundo no periodo de outubro a dezembro do ano de 2011. Os dados de temperatura e
umidade relativa do periodo em que foi estabelecida a deficiéncia hidrica as plantas
encontram-se apresentados nas Figuras 5 e 6, respectivamente, € podem auxiliar na
compreensdo dos resultados obtidos durante as avaliagdes fisioldgicas.

Ambos foram realizados utilizando delineamento experimental
inteiramente casualizado, com nove tratamentos e quatro repeti¢des, totalizando 36
parcelas experimentais. Cada parcela experimental foi composta por um vaso pldstico
contendo 5 litros de solo, no qual foi transplantada uma muda no estddio de 3 a 4 pares de
folhas do eucalipto hibrido das espécies E. grandis vs. E. urophylla, cedidas pela empresa

Duratex S/A, Lencd6is Paulista - SP.
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Para o preenchimento dos vasos foi utilizado solo de textura média,
corrigido com a adicdo de calcdrio e de fertilizantes com nitrogénio, fésforo e potdssio em
quantidades determinadas de acordo com a andlise quimica de fertilidade do solo (Tabela

1).

Experimento 1 Experimento 2
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Figura 5. Temperaturas média, médxima e minima durante os periodos de deficiéncia
hidrica (4reas em cinza) para o experimento 1 (Maio) e o experimento 2

(Dezembro) no ano de 2011. Botucatu, SP.
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Figura 6. Umidades relativas média, mdxima e minima durante os periodos de deficiéncia
hidrica (4reas em cinza) para o experimento 1 (Maio) e o experimento 2

(Dezembro) no ano de 2011. Botucatu, SP.
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do solo utilizado nos experimentos. Botucatu-SP.

pH MO. P AP H+Al K Ca Mg SB CIC V% S

CaCl, ¢ dm mg dm® e MmOledm™ —----mmmmmeemeeeeee mg dm”
4 21 1 13 70 0,2 4 1 5 75 7 14
EXT T E— hrdls______Sile Testura dosolo

654 305 41 Meédia

Ap6s o transplante, as plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo e irrigadas regularmente, conforme a necessidade. Os tratamentos (Tabela 2)
foram aplicados aproximadamente 45 dias depois do transplantio, quando as plantas
apresentavam em média 60 cm de altura e estavam bem aclimatadas. A aplicacdo foi
realizada via pulverizacdo foliar, utilizando um pulverizador manual pressurizado a CO,
operando a pressdo constante e mantido a uma distancia de 0,2 m das plantas (Figura 7).

Para a aplicacio, as plantas de cada tratamento foram dispostas em
1,0 m? e a pulverizacdo foi realizada em toda parte aérea utilizando 50 mL de solu¢do com
a dose especifica de cada composto. As concentracdes utilizadas dos compostos nas
solucdes foram calculadas com base no peso molecular, e as solu¢gdes foi adicionado o
espalhante adesivo ndo i6nico Aterbane* BR na concentracio de 0,5% (v/v).

A irrigacdo foi suspensa sete dias apds a aplicacdo dos tratamentos.
Foram adotados dois tratamentos testemunhas, ambos sem aplicacdo de compostos, sendo

um deles submetido a deficiéncia hidrica e o outro em condi¢cdes normais de irrigacao.

Figura 7. Pulverizador manual pressurizado utilizado para a aplicagdo dos tratamentos (A)
e aplicacio dos compostos nas mudas de E. grandis vs. E. urophylla (B).

Botucatu — SP, 2011.
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Tabela 2. Tratamentos aplicados em mudas de E. grandis vs. E. urophylla. Botucatu - SP,

2013.
Doses
Tratamentos
Experimento I Experimento 11

Teste + CI Testemunha com irrigacdo - -
Teste + SI Testemunha sem irrigagao - -

AS + SI Acido Salicilico sem irrigacio 1000 g ha™ 200 g ha™!
MeS + SI Metil salicilato sem irrigacdo 1000 g ha™ 200 gha™'
AJ +SI Acido jasmdnico sem irrigacio 1000 g ha™ 1000 g ha™!
Mel + SI Metil jasmonato sem irrigagdo 1000 g ha™ 1000 g ha™!
ADHJ + SI Acido dihidro jasmdnico sem irrigagio 1000 g ha™ 1000 g ha™'
MeDHJ + SI  Metil dihidro jasmonato sem irrigagéo 1000 g ha™! 1000 g ha™!
FOSF + SI Fosfito de potdssio” sem irrigagio 5Lp.c. ha' 5Lp.c. ha'

*Produto comercial: Fosway. CI — com irrigac@o; SI — sem irrigacdo.

3.2 Variaveis avaliadas

As varidveis utilizadas para avaliar o efeito da aplicagdo dos
reguladores vegetais e do fosfito de potdssio nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica,

bem como a metodologia aplicada, estdo descritas nos topicos seguintes.

3.2.1 Avaliacao da taxa de transpiracao

Aos sete dias da aplicacdo dos tratamentos, as plantas foram
submetidas a deficiéncia hidrica. Neste dia, os vasos forram irrigados até que o solo
atingisse a capacidade de campo, e posteriormente os vasos foram envoltos por um saco
plastico com a finalidade de evitar a perda de dgua pela evaporacio do solo e garantir que
o consumo de 4dgua fosse apenas pela transpiracdo das plantas (Figura 8).

A taxa transpiratéria foi mensurada pelo consumo de 4dgua das
plantas, obtida pela pesagem didria de cada um dos vasos. Apenas na testemunha com

irrigacdo, os vasos foram irrigados com a quantidade de dgua perdida pela transpiracio das
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plantas, determinada pela diferenca entre o peso do vaso no dia especifico e o peso inicial
(primeiro dia em que foi aplicada a deficiéncia hidrica).

As avaliacdes de consumo de dgua foram feitas durante dez dias no
primeiro experimento e trés dias no segundo experimento. O dia da dltima avaliacdo foi
determinado pelo dia em que as plantas do tratamento testemunha submetida a deficiéncia
hidrica (Teste + SI) apresentaram caracteristicas do estresse, como o principio de murcha
das folhas. Neste dia, as folhas das plantas de cada repeticdo foram levadas a uma cdmara
de circulacdo forcada de ar com temperatura de 60°C, até atingirem massa constante. A
determinacdo da biomassa seca das folhas foi feita com o auxilio de uma balanca de
precisdo (0,0001 g). Concomitantemente, dez fragmentos de 2,0 cm? do limbo foliar de
plantas do tratamento testemunha irrigada (Teste + CI) foram levados a mesma estufa para
obtencdo da biomassa seca. Obteve-se o valor médio da biomassa seca destes fragmentos
de 4rea conhecida e entdo, por meio da biomassa seca de cada repeti¢do, foi possivel
estimar a drea foliar total das plantas, o que possibilitou a padronizacio do consumo de

dgua das plantas em cm?® cm2.

Figura 8. Plantas de E. grandis vs. E. urophylla preparadas para a andlise da taxa de

transpiracdo. Botucatu - SP, 2011.
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3.2.2 Taxa de transporte de elétrons (ETR)

O ETR foi monitorado ao final dos experimentos com o uso de um
fluorbmetro portatil (Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer OS5p - Opti-Sciences)

realizando-se leituras na porcao mediana das folhas (Figura 9), as nove horas da manha.

Figura 9. Detalhe da leitura do ETR em folhas de E. grandis vs. E. urophylla (A) com o
fluordmetro portatil OS5p (B). Botucatu - SP, 2011.

Para leitura do ETR utilizou-se o protocolo Yield otimizado para
um estado da fotossintese adaptado a luz, previamente ajustado com um PAR (Radiacao
Fotossinteticamente Ativa) de 500 Mols elétrons m™ s, conforme descrito por Araldi et al.
(2011).

O fluordmetro calcula automaticamente o ETR (uMols elétrons m™
s = (Y).(PAR).(0,84).(0,5), onde é equivalente a: (producdo de quantum do FSII) x
(medidas da radiacdo fotossinteticamente ativa em pMols elétrons m~> s x (coeficiente de
absor¢ao da folha) x (fracdo de luz absorvida pelo complexo antena do FSII) (ARALDI et
al., 2011).

Os valores de ETR foram expressos em porcentagem do valor

médio da testemunha irrigada.
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3.2.3 Quantificacao do teor de prolina foliar

A quantificacio do teor de prolina nas folhas das plantas de
eucalipto foi determinada por cromatografia liquida e espectrometria de massas. O método
analitico da quantificagcdo foi desenvolvido no Laboratério de Cromatografia do NUPAM,
utilizando um sistema LC-MS/MS composto por um Cromatégrafo Liquido de Alta
Eficiéncia (HPLC), Shimadzu, modelo Proeminence UFLC, que combina andlise ultra-
rdpida e excelente performance de separagdo, com alta confiabilidade de resultados;
equipado com duas bombas LC-20AD, auto-injetor SIL-20AC, degazeificador DGU-
20AS5, sistema controlador CBM-20A (que permite a operacdo totalmente automatizada) e
forno CTO-20AC (para controle da temperatura da coluna). Acoplado ao HPLC esta o
espectrometro de massas 3200 Q TRAP (Applied Biosystems) (Figura 10). O padrio
analitico do composto testado apresentou grau de pureza de 99%.

As condicdes cromatograficas utilizadas para quantificacdo do

composto no modo de ionizagdo positivo estdo apresentadas na Tabela 3.

Figura 10. Cromatégrafo Liquido (Proeminence UFLC) acoplado ao espectrometro de
massas (3200 Q TRAP) — LC-MS/MS. Botucatu - SP, 2011.
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Tabela 3. Condi¢des cromatograficas utilizadas para quantificacio do composto no modo

de ionizagdo positivo. Botucatu - SP, 2013.

Coluna Analitica Synergi 2,5 p Fusion RP 100 A

Fase A SmM acetato de amoOnio em dgua
Fase Movel )
Fase B S5SmM acetato de amdnio em metanol

0 - 2 minutos: 70% Fase A e 30% Fase B

2 - 5 minutos: 5% Fase A e 95% Fase B

Gradiente 5 - 8 minutos: 5% Fase A e 95% Fase B
8 - 10 minutos: 70% Fase A e 30% Fase B
10 - 12 minutos: 70% Fase A e 30% Fase B

Fluxo 0,4 mL.min™

secundarios

A massa molecular da prolina é 116,120 e os fragmentos (ions

) gerados a partir da molécula foram 70,2; 69,0 e 53,1, sendo o primeiro

fragmento (70,2) o utilizado para quantificacdo da prolina. O tempo de retencdo na coluna

cromatogréfica foi de 1,46 minutos. A Figura 11 representa o cromatograma do padrio

analitico, nas condi¢Ges descritas anteriormente, e a curva analitica e faixa de concentracdo

para o composto analisado encontram-se na Tabela 4.

Intensidade (cps)

Figura 11.

Hl XIC of +MRM (2 pairs): Period 1, 116.1207... Max. Q. 0ed cps

Q0=
S.0e] -
7.0eq <
5.0eg =
S5 0ed =
QG 0eq =
2.0eq =
20eg =
1.0es =

CAPS D,\25 I:Ifle
o.op

0433\0.?4 1 A‘Qgﬂzros
o5 1.0 1.5 2.0

Tempo (min)

Cromatograma da prolina na concentragio de 200 ng mL™. Botucatu - SP,

2013.
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Tabela 4. Curva analitica e faixas de concentrac¢do para o composto analisado. Botucatu -

SP, 2013.
Composto Equacao da reta R? Intervalo linear (ng mL™")
Prolina y=6,733x + 846 0,9969 1,56 - 200

Para a extragdo do composto foram coletadas trés folhas de cada
planta armazenando-as em freezer a -80°C até o dia da leitura. No dia da leitura, as
amostras frescas foram maceradas em almofariz com nitrogénio liquido e depois pesados
200 mg em balanca Shimadzu (AY220) com 0,0001g de precisdo. Cada amostra foi
acondicionada em tubo “falcon” de 15 mL de capacidade, nos quais foram adicionados 10
mL da fase metanol e dgua (80:20) para extra¢do da prolina. Esta fase foi previamente
testada e escolhida como método de extracdo padrdo para as amostras frescas destes
experimentos. Os tubos foram submetidos a banho de ultra-som (Crist6foli Biosseguranga)
com frequéncia ultra-sénica de 42 KHz, durante 30 minutos.

Apés a extragdo, todas as amostras foram submetidas a
centrifugacdo a 4000 rpm, durante 10 minutos a 20°C (centrifuga Rotanta 460R). O
sobrenadante foi coletado e filtrado em filtro Millex HV (Millipore) 0,45um, com
membrana durapore 13 mm, e acondicionados em vial ambar 9 mm (Flow Supply), com 2

mL de capacidade, para quantificacdo por LC-MS/MS.

3.2.4 Quantificacao dos teores de lipoperéxidos

Os teores de lipoperdxidos foram avaliados no segundo
experimento. Para obtencdo das amostras, foram coletadas laminas foliares das plantas
(repeti¢Oes) de cada tratamento, ao término do experimento. Cada amostra coletada foi
congelada em nitrogénio liquido para que seu metabolismo ndo sofresse alteracdes
significativas. As amostras foram pesadas e embaladas em plastico e papel aluminio,
devidamente etiquetadas e armazenadas em freezer a -80°C (Figura 12).

Para a quantificagdo dos teores de lipoperdxidos foi utilizada a

técnica descrita por Heath e Packer (1968) citados por Rama Devi e Prasad (1998). Esta
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técnica permite quantificar lipoperéxidos através da determinacdo de malondialdeido
(MDA), um produto da peroxidacao de lipidios.

As amostras de laminas foliares, foram homogeneizadas em 6 mL
de solucdo contendo 4cido tiobarbitirico (TBA) 0,25% e 4cido tricloroacético (TCA) 10%
e incubadas em banho-maria (90°C) por 60 minutos, seguido de resfriamento em gelo. O
homogeneizado resfriado foi entdo centrifugado em 10000 g por 15 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi coletado e leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 560 e 600 nm (Figura 12). O coeficiente
de extingdo molar do malondialdeido (155 mmol L' ecm™) foi utilizado para o célculo dos
teores de lipoperéxidos. Os resultados foram expressos em nmol de lipoperxidos g

tecido fresco.

Figura 12. Procedimentos para quantifica¢do dos teores de lipoperéxidos. Etapas da coleta

e armazenamento das amostras (A-D) e preparacdo da amostra para leitura em

espectrofotdometro (E-H). Botucatu - SP, 2011.

3.2.5 Teor de umidade das folhas

O teor de umidade das folhas foi estimado nas plantas dos
tratamentos testemunha, com e sem irrigacdo. Ao final dos experimentos, a biomassa

fresca foi obtida a partir da pesagem das folhas, que, em seguida, foram acondicionadas em
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sacos de papel e levadas a estufa de circulagdo forcada de ar a temperatura de 60°C. Apds
seis dias, o material seco foi pesado em balanga de precisdo (0,0001 g) para determinagao
da biomassa seca.

O teor de umidade das folhas foi obtido a partir da seguinte

formula:

_ (BF—BS)

TU
BF

100

Sendo:
TU — teor de umidade, %
BF - biomassa fresca, g

BS - biomassa seca, g

3.3 Analise dos resultados

Os dados de ETR foram expressos em porcentagem da testemunha
irrigada (Teste + CI) e os dados de consumo de dgua foram expressos de forma acumulada
em cm3cm™,

Os dados das varidveis avaliadas foram submetidos a andlise de
varidncia pelo teste F e a comparagdo das médias foi feita pelo do teste t a 5% de
probabilidade. Os valores para DMS foram representados nos gréficos.

Foi realizada também andlises de correlacdo entre o teor de prolina
foliar e 0 ETR e entre o teor de umidade das folhas dos tratamentos testemunha € o ETR,

para ambos os experimentos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento I

Houve diferencas significativas entre os tratamentos aplicados
sobre as plantas de E. grandis vs. E. urophylla para as varidveis taxa de transporte de
elétrons (ETR) e teor de prolina foliar (Tabela 5).

Tanto na Tabela 5 como na Figura 13, € possivel notar que a taxa
de transpiracdo das plantas submetidas a deficiéncia hidrica foi reduzida em relacio as
plantas do tratamento irrigado (Teste + CI), com excecdo das plantas tratadas com o AS e o
fosfito de potdssio, que ndo diferiram significativamente da testemunha irrigada. Pereira
(2006), Garcia (2012) e Fernandes (2012) também estudando o hibrido E. grandis vs. E.
urophylla observaram reducdes na taxa transpiratéria das plantas quando em condi¢des de
estresse por déficit hidrico. Lima et al. (2003) estudando cinco espécies de Eucalyptus e
Silva et al. (2004a) em estudo com mudas de E. grandis observaram que o estresse hidrico
influenciou na transpiragdo, de modo que as mudas mais adaptadas ao estresse perderam
menos dgua do que as menos adaptadas.

As plantas dos tratamentos com o MeS e o0s jasmonatos
apresentaram as maiores redugdes na transpiracdo (Figura 13), mostrando que a aplicagdo
destes compostos pode ter interferido na percepcdo dos sinais de estresse, que resultou em

maior eficiéncia no fechamento estomético e na redugdo da taxa de transpiracao.
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Tabela 5. Médias das varidveis avaliadas no primeiro experimento em plantas de E.
grandis vs. E. urophylla submetidas a deficiéncia hidrica e a aplicacdo de

reguladores vegetais e de fosfito de potdssio. Botucatu - SP, 2013.

Tratamentos Transpiracio ETR Prolina
(cm? em?) (% da Teste+CI) (ng g peso fresco)

Teste + CI 1,82 a 100,00 a 9,35 be
Teste + SI 1,54 b 65,28 ¢ 12,74 ab
AS + SI 1,73 ab 98,93 a 6,64 ¢
MeS + SI 1,42 b 61,40 ¢ 8,84 bc
Al + SI 1,44 b 72,55 be 13,27 ab
Mel + SI 1,46 b 79,08 b 8,70 bc
ADHJ + SI 1,40 b 71,02 be 16,05 a
MeDHJ + SI 1,40b 82,26 b 10,47 b
FOSF + SI 1,67 ab 99,35 a 9,31 bc
F. 1,53 6,38%* 2,773%
D.M.S. 0,26 12,27 3,59
C.V. (%) 16,66 14,75 33,05

** e * gignificativo a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F. D.M.S. - Diferenca minima
significativa do teste t (o = 5%); C.V. - Coeficiente de variagdo. Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna
ndo diferem pelo teste t, ao nivel de 5% de significancia.

o 2 u Teste com irrigacdo
;E) 2 - H Teste sem irrigacdo
"’E 1 Acido salicilico sem irrigagdo
S 15 - m Metil salicilato sem irrigacdo
1§ 1 Acido jasménico sem irrigagdo
g 11 H Metil jasmonato sem irrigacdo
? 05 | # Acido dihidro jasmonico sem irrigagéo
E ’ 1 Metil dihidro jasmonato sem irrigacdo
0 - Fostito de potdssio sem irrigacdo

Tratamentos

Figura 13. Médias da taxa de transpiracdo em plantas de E. grandis vs. E. urophylla
submetidas a defici€éncia hidrica e a aplicacdo de reguladores vegetais e de
fosfito de potédssio no primeiro experimento. As barras indicam a D.M.S. do

teste t (o = 5%). Botucatu - SP, 2013.
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Com exceg¢do das plantas dos tratamentos com o AS e o fosfito de
potdssio, todos os tratamentos sob deficiéncia hidrica apresentaram redugdes significativas
de ETR em relacdo a testemunha irrigada (Figura 14). Outros autores obtiveram resultados
semelhantes no estudo de plantas submetidas a estresse por deficiéncia hidrica.
Corroborando com os resultados encontrados, Longui (2007) observou uma tendéncia
significativa de reducdo do transporte de elétrons (ETR) em espécies de Eucalyptus sob
deficiéncia hidrica; Sausen (2007) também verificou redu¢do no ETR de plantas de
mamona (Ricinus communis) sob severo estresse hidrico; Prados (2007) verificou
acentuada redu¢do de ETR em plantas de feijio (Phaseolus vulgaris) e caupi (Vigna
unguiculata) em condigdo de déficit hidrico e Zucareli (2011) verificou redugdes
significativas do ETR de plantas de maracujid ndo irrigadas, mostrando que o estresse
hidrico afetou o transporte de elétrons e, consequentemente, a fotossintese nestas plantas.
Segundo Kaiser (1987), em condi¢des de deficiéncia hidrica, parte da inibicdo da
fotossintese pode ser atribuida a fatores ndo estomdticos em nivel dos cloroplastos,
sobretudo causados por problemas no transporte de elétrons.

Em relacdo ao tratamento testemunha sem irrigacio (Teste + SI), os
tratamentos que receberam aplicagdo exdgena dos compostos e a imposi¢cdo da deficiéncia
hidrica, apresentaram ETR estatisticamente iguais ou superiores (Tabela 5 e Figura 14),
mostrando que pode haver uma resposta de defesa das plantas tratadas com esses
reguladores vegetais e o fosfito de potdssio a esta condi¢do desfavoravel.

Apesar da deficiéncia hidrica, as plantas dos tratamentos com AS e
fosfito de potdssio ndo diferiram estatisticamente da testemunha irrigada, quanto ao ETR
(Figura 14). Isto demonstra que mesmo em condicdo de estresse hidrico as plantas tratadas
com estes compostos permaneceram em pleno funcionamento metabdlico com 98,93 e
99,35% de ETR da testemunha com irrigacdo, respectivamente, ao final do experimento
(Tabela 5 e Figura 14). Daneshmand (2010) constatou que o AS foi eficaz em melhorar o
desempenho fotossintético de plantas de batata (Solanum estoloniferum) sob estresse
hidrico e Noreen et al. (2009) verificaram aumentos na capacidade fotossintética de plantas

de girassol que receberam aplicagdo foliar de AS e foram submetidas a estresse salino.
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120 -
100 I H Teste com irrigacao
m Teste sem irrigagao
80 I m Acido salicilico sem irrigacio

m Metil salicilato sem irrigacao

60

® Acido jasmonico sem irrigagao

40 = Metil jasmonato sem irrigagdo
Acido dihidro jasménico sem irrigaciio

20

Metil dihidro jasmonato sem irrigacao

Fosfito de potdssio sem irrigacao

ETR (% da testemunha irrigada)

Tratamentos

Figura 14. Taxa de transporte de elétrons (ETR) em plantas de E. grandis vs. E. urophylla
submetidas a deficiéncia hidrica e a aplicacdo de reguladores vegetais e de
fosfito de potdssio no primeiro experimento. As barras indicam a D.M.S. do

teste t (o= 5%). Botucatu - SP, 2013.

Segundo Sant’Anna (2009) o fechamento parcial dos estdomatos,
com consequente redugdo da taxa de transpiracdo, € uma conhecida estratégia de tolerancia
das plantas a deficiéncia hidrica, mas também tem sido indicado como principal limitante
da fotossintese (CHAVES, 1991; CORNIC, 2000; PEEVA; CORNIC, 2009). Os resultados
obtidos nesta pesquisa mostraram que apesar da defici€ncia hidrica e da reducdo na
transpiracdo, as plantas dos tratamentos com a aplicacdo dos reguladores vegetais e do
fosfito de potdssio conseguiram preservar os valores de ETR iguais ou superiores
estatisticamente ao valor da testemunha sem irrigacdo (Tabela 5 e Figura 14). As plantas
que receberam a aplicacdo exdgena dos AJ, ADHIJ e seus ésteres metilicos (Me] e MeDHJ)
preservaram os valores da ETR com as maiores redu¢des do consumo de dgua (Tabela 5).
De acordo Sant’Anna (2009) as plantas que conseguem manter a atividade fotossintética
em detrimento da perda de dgua através de vapor, mostram maior eficiéncia de uso da
dgua, que € arelacdo entre a fotossintese e a transpiracao.

Nas plantas dos tratamentos testemunhas com e sem irrigacio, nao
houve diferenca significativa (p<0,05) entre as médias quanto aos teores de prolina foliar,

embora as plantas da testemunha sob deficiéncia hidrica (Teste + SI) tenham apresentado
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teor de prolina nas folhas superior a testemunha irrigada (Teste + CI) (Tabela 5 e Figura
15). Outros autores encontraram acréscimos no conteido de prolina foliar em plantas de
eucalipto submetidas a deficiéncia hidrica, a exemplo de Moraes (2011) em hibrido de E.
grandis vs. E. urophylla e Merchant et al. (2007) em espécies de Eucalyptus. Shvaleva et
al. (2005) constataram aumento na concentracdo de acucares soliveis e prolina em plantas

de E. globulus a medida que o estresse hidrico tornou-se mais severo.

]
(=]
)

m Teste com irrigacao

—_
(93]
1

m Teste sem irrigacao

m Acido salicilico sem irrigagao

Prolina (ug g'! de peso fresco)

]V m Metil salicilato sem irrigacao
10 1 { m Acido jasménico sem irrigaciio
® Metil jasmonato sem irrigagao
5 A Acido dihidro jasménico sem irrigaciio
Metil dihidro jasmonato sem irrigacao
0 Fosfito de potdssio sem irrigacao

Tratamentos

Figura 15. Médias do teor de prolina foliar em plantas de E. grandis vs. E. urophylla
submetidas a deficiéncia hidrica e a aplicacdo de reguladores vegetais e de
fosfito de potdssio no primeiro experimento. As barras indicam a D.M.S. do

teste t (o = 5%). Botucatu - SP, 2013.

O menor teor de prolina foi observado nas plantas do tratamento
com AS, enquanto que as plantas tratadas com AJ e ADHJ induziram o actimulo de prolina
nas folhas (Figura 15). Nos demais tratamentos ndo houve diferencas significativas entres
as médias (Tabela 5), embora as plantas dos tratamentos com a aplicacdo das formas
metilicas dos compostos (MeS, Me]J e MeDHJ) e o fosfito de potdssio mesmo sob
deficiéncia hidrica apresentaram leve reducdo nos teores de prolina foliar em relacdo a

testemunha sem irrigacdo (Figura 15). Corroborando com estes resultados, Durdes (2006)
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observou que a aplicagdo de AS (0,05 mM) ocasionou a redu¢do no acimulo de prolina em
plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L..) submetidas a deficiéncia hidrica e Vieira (2011),
também trabalhando com plantas de feijao submetidas a deficiéncia hidrica, observou
decréscimos no teor de prolina foliar a medida que foi elevada a concentracdo de AS.
Martin (2009) observou que a aplicacdo de AS em plantas de feijdo e alfafa submetidas ao
estresse salino induziu menor acimulo de prolina nas folhas em relagdo as mesmas plantas
submetidas ao estresse salino e sem aplicagdo do AS.

Segundo Brito et al. (2008) a funcdo da prolina na resposta ao
estresse hidrico é questiondvel. Para muitos autores o acimulo de prolina estd associado ao
mecanismo protetor em plantas submetidas a condi¢cdes de estresse, funcionando no ajuste
osmotico de folhas com baixo potencial hidrico. Porém, a baixa utilizacdo de prolina
durante o estresse também pode contribuir para seu acimulo. Varios trabalhos tém
indicado que a prolina também pode ser um indicador da severidade do estresse, ao invés
de estar associada a um mecanismo protetor (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). Deste
modo, o actimulo desse aminodcido sé seria promovido caso a desidratagdo celular
ultrapasse um limiar de dano a célula, sendo seu acimulo mais notdrio nas plantas mais
sensiveis.

Isto pode explicar o comportamento das plantas do tratamento com
0 AS, que apresentaram acentuada redug@o no teor de prolina foliar mesmo sob deficiéncia
hidrica. Conforme ja citado, o AS é um regulador vegetal que induz a expressdo de genes
de defesa na planta e pode ser um composto promissor na reducio da sensibilidade dos
cultivos aos estresses, visto que atenua os efeitos adversos produzidos pela deficiéncia
hidrica (MARDANI et al., 2012, AZOOZ; YOUSSEF, 2010). Trabalhos testando o efeito
da aplicacdo exdgena de AS em diferentes culturas submetidas a deficiéncia hidrica
apresentaram resultados semelhantes quanto a redu¢do do contetido de prolina nas plantas
(SINGH; USHA, 2003; HORVATH et al., 2007; HUSSAIN et al., 2008; CARVALHO et
al., 2007; MARDANI et al., 2012; DURAES, 2006, VIEIRA, 2011).

Igualmente, a aplicagdo das formas metilicas dos dcidos (MeS, Mel
e MeDH]J) e do fosfito de potdssio em plantas submetidas a deficiéncia hidrica, podem ter
promovido as leves redugdes nos teores de prolina foliar observados em relagdo as plantas
do tratamento testemunha sem irrigacdo (Tabela 5). Evidéncias sugerem que a aplicagdo
dos jamonatos pode ter relagdo com a expressdo de genes envolvidos na defesa e na

sinalizacdo das respostas a estresses hidricos, aumentando a resisténcia da planta
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(KERBAUY, 2008), enquanto que a aplicacdo do fosfito de potdssio melhora o estado
nutricional da planta (NOJOSA et al, 2005) e aumenta a resisténcia em fungcdo da maior
retengdo de 4dgua (SILVEIRA; MALAVOLTA, 2000). Alguns trabalhos avaliaram a
resposta de espécies de Eucalyptus cultivadas sob deficiéncia hidrica e aplicagdo de
potdssio, mostrando efeitos positivos quanto a resisténcia da planta a esta condi¢io
desfavoravel. Nos trabalhos realizados por Romero (2008) e Silva et al. (2004a) aplicacao

de potéssio foi importante para a redugdo da perda de dgua pelas plantas.

4.2 Experimento 11

Segundo Vanacker et al (2001) e Horvéth et al. (2007) o efeito da
aplicacdo exdgena de AS depende de intimeros fatores, tais como espécie, fase de
desenvolvimento, modo de aplicagdo e a concentracdo aplicada. Destes fatores, a
concentracdo aplicada merece atencdo, pois a deficiéncia ou o alto nivel de AS podem
aumentar a susceptibilidade da planta. Neste experimento as doses do AS e do MeS foram
reduzidas para 200 g ha™' devido aos sintomas de intoxicagio observados nas plantas do
primeiro experimento. Os sintomas foram notados nas folhas das plantas em forma de
pequenas manchas cloréticas e encarquilhamento.

Enquanto no primeiro experimento as plantas apresentaram
sintomas do estresse apOs dez dias da deficiéncia hidrica, neste experimento os sintomas
foram visiveis a partir do terceiro dia da deficiéncia hidrica. Este fato pode ser explicado
pelas diferencas de temperatura e umidade relativa dos diferentes periodos em que foram
conduzidos os experimentos. Nas Figuras 5 e 6, podem ser observados os dados de
temperatura e umidade relativa, respectivamente, demonstrando que o segundo
experimento foi conduzido em condi¢cdes mais favordveis a severidade do estresse.

Diferencas significativas foram verificadas entre os tratamentos
aplicados sobre as plantas de E. grandis vs. E. urophylla para as varidveis ETR e teor de

lipoperdxidos (Tabela 6).
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Tabela 6. Médias das varidveis avaliadas no segundo experimento em plantas de E.
grandis vs. E. urophylla submetidas a deficiéncia hidrica e a aplicagdo de

reguladores vegetais e fosfito de potdssio. Botucatu - SP, 2013.

Tratamentos Transpirazgﬁo ETR Prolil}a Lipoperéxjdos
(cm? em’?) (% da Teste+CI) (ng g”) (nmol g7)
Teste + CI 0,51 a 100,00 a 5,80b 16,08 b
Teste + SI 0,35a 63,78 b 15,44 a 37,89 a
AS + SI 0,48 a 84,02 ab 14,26 ab 25,00 b
MeS + SI 0,48 a 96,43 a 6,49 b 20,08 b
AJ + ST 0,39 a 94,65 a 843D 28,23 ab
Mel + SI 0,27 a 93,63 a 10,06 ab 28,002 ab
ADHIJ + SI 0,52 a 92,73 a 11,32 ab 36,26 a
MeDHIJ+SI 0,51a 74,24 b 14,33 ab 36,68 a
FOSF + ST 0,56 a 94,09 a 10,30 ab 25,15b
F. 0,35 1,92% 1,33 1,98%*
D.M.S. 0,33 17,68 6,16 11,09
C.V. (%) 71,37 19,55 56,00 38,41

* significativo a 10% de probabilidade pelo teste de F; D.M.S. - Diferenga minima significativa do teste t (a0 = 5%);
C.V. - Coeficiente de variagdo. Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao diferem pelo teste t, ao nivel
de 5% de significancia.

Os tratamentos ndo diferiram significativamente quanto a taxa
transpiratéria, embora fosse observada leve redug¢do na transpiracdo das plantas do
tratamento testemunha sem irrigacdo e dos tratamentos com o AJ e o MeJ (Figura 16). De
acordo com Kerbauy (2008), a aplicagdo dos jasmonatos pode interferir na expressdo de
genes de defesa e na sinalizagdo das respostas a estresses hidricos, aumentando a
resisténcia das plantas. Outros trabalhos com plantas de Eucalyptus em ambientes com
diferentes condi¢des de disponibilidade de dgua no solo também verificaram que o déficit
hidrico promoveu redugdes nos valores da transpiragdo e da fotossintese (LIMA et al.,

2003; PAVAN, 2003; TATAGIBA et al., 2007).
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Figura 16. Médias da taxa de transpiracdo em plantas de E. grandis vs. E. urophylla
submetidas a defici€éncia hidrica e a aplicacdo de reguladores vegetais e de
fosfito de potassio no segundo experimento. As barras indicam a D.M.S. do

teste t (o = 5%). Botucatu - SP, 2013.

Houve diferenca significativa na taxa de transporte de elétrons
(ETR) das plantas dos tratamentos testemunha com e sem irrigacdo, sendo que as plantas
submetidas ao déficit hidrico apresentaram reducdo de aproximadamente 37% na média de
ETR em relacdo a testemunha irrigada. As plantas tratadas com MeDHJ e submetidas a
deficiéncia hidrica, também apresentaram significativa inibicao do transporte de elétrons,
representado pela reducdo de aproximadamente 26% do ETR da testemunha irrigada
(Figura 17).

Nos demais tratamentos com os reguladores vegetais e o fosfito de
potéssio, ndo foram verificadas reducdes significativas no ETR, e mesmo em condi¢des de
limitada disponibilidade hidrica, as plantas preservaram o ETR estatisticamente iguais a
testemunha irrigada (Teste + CI) (Figura 17). Khan et al. (2003) avaliando o efeito da
aplicacdo foliar de AS em plantas de milho e soja observaram aumentos na taxa
fotossintética das plantas, enquanto Durdes (2006) ndo observou diferenca significativa de
ETR em plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L..) com e sem aplicacdo de AS e submetidas

ao déficit hidrico. Andrade (2011) verificou reducdo na fotossintese liquida de mudas de
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café (Coffea ardbica L.) submetidas a deficiéncia hidrica, independentemente do

tratamento com potassio.
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Figura 17. Médias da ETR em plantas de E. grandis vs. E. urophylla submetidas a
deficiéncia hidrica e a aplicacdo exdgena de reguladores vegetais e de fosfito
de potdssio no segundo experimento. As barras indicam a D.M.S. do teste t (o

=5%). Botucatu - SP, 2013.

Os teores de prolina foliar diferiram estatisticamente entre os
tratamentos testemunha com e sem irrigacdo, sendo que as plantas submetidas a deficiéncia
hidrica apresentaram actimulo de prolina quase trés vezes maior que na testemunha
irrigada (Tabela 6 e Figura 18). Em alguns trabalhos se verifica a associagdo marcante
deste osmolito como indicador da severidade do estresse hidrico e, segundo Nogueira et al.
(1998) o aumento do conteido de prolina nas folhas é diretamente proporcional a
severidade do estresse. Nesta pesquisa, os tratamentos em que foram aplicados os
reguladores vegetais e o fosfito de potdssio, foi observada reducdo no teor de prolina foliar
em relacdo a testemunha sem irrigacdo (Figura 18), mostrando que a aplicacdo destes
compostos pode ter sido atenuante da severidade do estresse a que estavam submetidas as

plantas, refletindo na reducdo da producdo e do actimulo deste aminoidcido. Nos
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tratamentos com a aplicacdo de AS e MeDHJ essa reducdo foi menor e nio significativa.
Hussain et al. (2008) observaram aumentos nos teores de prolina em plantas de girassol
tratadas com AS e sob estresse hidrico, igualmente Hussain et al. (2007) observaram que a
aplicacdo exdgena de AS resultou em aumentos na concentragdo de prolina em plantas de
milho. No entanto, Durdes (2006) observou reducdo na sintese/acimulo de prolina em
plantas de feijao variedade ‘Guarumbé’ submetidas a tratamento com AS e a deficiéncia

hidrica.
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Figura 18. Médias do teor de prolina foliar em plantas de E. grandis vs. E. urophylla
submetidas a deficiéncia hidrica e a aplicacdo de reguladores vegetais e fosfito
de potdssio no segundo experimento. As barras indicam a D.M.S. do teste t (o

=5%). Botucatu - SP, 2013.

Estresses oxidativos sdo uma consequéncia comum do estresse
hidrico em vegetais e a alteracdo nos teores de lipoper6xidos € indicador de prevaléncia de
dano oxidativo nos tecidos (CATANEO et al., 2005). Na Figura 19 e na Tabela 6 observa-
se que o estresse causado por deficiéncia hidrica aumentou a peroxidacdo lipidica nas
folhas das plantas submetidas a defici€éncia hidrica, embora a aplicacdo dos AS, MeS e do
fosfito de potdssio induziram a reducdo deste pardmetro. Martin (2009) observou

incremento nos teores de lipoperéxidos nas folhas de plantas de feijao submetidas ao
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estresse salino, enquanto que as mesmas plantas previamente tratadas com AS
apresentaram reducdes nos teores de lipoperdxidos. Igualmente Agarwal et al. (2005)
observaram decréscimos no nivel de peroxidacdo de lipideos em plantas de trigo
pulverizadas com 1 mM de AS e sob estresse hidrico moderado.

Segundo Xu et al. (2009) o AS estd envolvido no desenvolvimento
da resisténcia sistémica adquirida (SAR), podendo ativar enzimas antioxidantes em
plantas, em resposta a diferentes estresses, o que possivelmente pode ter causado a reducao
nos teores de lipoperéxidos em plantas sob restricdo hidrica e tratadas com os AS e MeS

neste experimento.
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Figura 19. Médias dos teores de lipoper6xidos em plantas de E. grandis vs. E. urophylla
submetidas a deficiéncia hidrica e a aplicacdo de reguladores vegetais e de
fosfito de potdssio no segundo experimento. As barras indicam a D.M.S. do
teste t (o= 5%). Botucatu - SP, 2013.
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Foi verificada correlacdo positiva entre os teores de prolina nas
folhas e o ETR em ambos os experimentos (Figura 20). O teor de prolina livre nas plantas
¢ utilizado para diagnosticar plantas suscetiveis ao estresse hidrico, sendo assim, os valores
de ETR também poderiam ser considerados como um indicador do estresse hidrico na

planta, tendo a vantagem de ser um método de medi¢do rdpida e ndo destrutiva.
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Figura 20. Correlacdo entre os teores de prolina foliar e a ETR em plantas de E. grandis
vs. E. urophylla submetidas a deficiéncia hidrica e a aplicacdo de reguladores

vegetais e de fosfito de potdssio. Botucatu - SP, 2013.

O teor de umidade das folhas correlaciona-se significativamente e
de forma positiva com o ETR. A medida que aumentam os teores de umidade das folhas os
valores de ETR também aumentam, indicando que o ETR pode representar uma ferramenta
para verificar o estado hidrico das mudas de eucalipto, obtida de modo répido e ndo
destrutivo. O coeficiente de determinacdo (R?) indica que 72,31% da variagdo total
observada, no experimento, foi explicada pelo modelo. A significincia da regressdo testada

pela andlise de varidncia foi significativa a 5 % (Figura 21).
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Correlacao entre o teor de umidade e o ETR em plantas de E. grandis vs. E.
urophylla submetidas a deficiéncia hidrica e a aplicacio de reguladores

vegetais e fosfito de potéssio. Botucatu - SP, 2013.
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CONCLUSOES

- O estresse por deficiéncia hidrica elevou os teores de prolina e de
lipoperdxidos e reduziu a taxa de transporte de elétrons (ETR) nas folhas de E. grandis vs.
E. urophylla;

- Nos tratamentos com a aplicacdo do AS e do fosfito de potdssio
houve atenuagdo dos efeitos do estresse hidrico, sendo que as taxas de transpiragcdo, os
valores de ETR e os teores de prolina foliar foram préximos dos verificados no tratamento
testemunha com irrigacdo. Os teores de lipoperdxidos destes tratamentos foram
intermedidrios quando comparados com os teores dos tratamentos com € sem irrigacao;

- Nos tratamentos com aplicagdo do AJ e MeJ houve atenuacio dos
efeitos do estresse hidrico, sendo que os valores de ETR, os teores de prolina foliar e os
teores de lipoperdxidos destes tratamentos foram intermedidrios quando comparados com
os teores dos tratamentos com e sem irrigacio;

- A aplicagdo do AJ e do Mel atenuou os efeitos do estresse por
deficiéncia hidrica além de reduzir a taxa de transpiracio nas plantas;

- Os efeitos do MeS foram menos consistentes em termos de
reducdo do estresse hidrico do que os observados para o AS;

- Os ADHIJ e o MeDH]J foram menos eficazes do que o AJ e o Mel,
respectivamente, em termos de mitigar os efeitos do estresse por deficiéncia hidrica;

- A ETR permite estimar, de modo ndo destrutivo, o teor de

umidade nas folhas de E. grandis vs. E. urophylla.
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