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RESUMO

JUAREZ, Marco Antonio Toral, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de 2019.
Tolerancia ao alagamento em clones de Coffea canephora: respostas hidricas,
fotossintéticas e metabélicas. Orientador: Fabio Murilo da Matta.

O alagamento do solo impacta negativamente o desempenho da planta devido a redugdo
da disponibilidade de oxigénio na raiz e acimulo de espécies reativas de oxigénio (ERO).
Nesta pesquisa, avaliou-se a relagdo entre a tolerdncia ao alagamento e a expressdao do
sistema antioxidante em dois clones (120 e 109A) de Coffea canephora caracterizados,
respectivamente, como tolerante (com sistema antioxidante mais robusto) e sensivel (com
sistema antioxidante menos robusto) a seca. A hipdtese basou-se no fato de que clones
mais tolerantes a seca, que apresentam um sistema antioxidante mais eficiente, também
mostrariam maior tolerancia ao alagamento. Os clones foram submetidos a dois
tratamentos de irrigacao (controle e alagado), por seis dias, seguidos de 40 dias de
recuperagao. Foram avaliados: potencial hidrico, condutancia hidraulica, trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a, particdo de carboidratos, concentragdo de acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) e alguns fitormonios, dano oxidativo e
sobrevivéncia. Em resposta ao alagamento, a atividade antioxidante nas raizes dos clones
envolveu incrementos na atividade da dismutase do superoxido e da peroxidase do
ascorbato (APX). Entretanto, foi observado apenas aumento de APX foliar do clone 120.
O alagamento ocasionou diminui¢ao de absor¢ao de dgua radicular com perda de 70% na
condutancia hidraulica em ambos os clones, redugdes nas suas taxas de fotossintese
liquida (4) e condutancia estomatica, esgotamento de acucares e altas concentragdes de
ACC e etileno em raizes. Entretanto, no clone 120, houve uma queda mais ténue de 4 ao
longo da imposic¢ao do estresse, menor afetacdo por déficit hidrico, menor alteragdo no
fluxo de elétrons, dissipacdo eficiente de excesso de energia por meio de processos nao
fotoquimicos e acumulo tardio de ACC em raizes. As diferencgas entre clones foram
maiores na fase de recuperacdo, sendo as plantas do clone 109A as mais afetadas em
danos a maquinaria fotossintética, menor taxa de transporte de elétrons, maior dano
oxidativo acompanhado de reducdo de éarea foliar, e menor taxa de sobrevivéncia.
Contudo, houve pouca diferenga na capacidade antioxidante entre os dois clones,
sugerindo que o melhor desempenho do clone 120, durante o alagamento, possivelmente
ndo esteja associado com o metabolismo antioxidante; outras estratégias, portanto, devem
estar envolvidas na diminui¢ao do dano oxidativo e no retardo na queda de 4, bem como

maior dissipacdo de excesso de energia, na fase de alagamento.
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ABSTRACT

JUAREZ, Marco Antonio Toral, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May, 2019.
Tolerance to flooding in Coffea canephora clones: water relations, photosynthetic
and metabolic responses. Adviser: Fabio Murilo da Matta.

Soil flooding negatively impacts plant performance due to reduced oxygen availability in
the root and accumulation of reactive oxygen species (ROS). In this research, the
relationship between flood tolerance and antioxidant system expression was evaluated in
two Coffea canephora clones (120 and 109A) characterized, respectively, as tolerant
(antioxidant system more robust) and sensitive to drought (antioxidant system less
robust). The hypothesis was based on the fact that more drought-tolerant clones, which
present a more efficient antioxidant system, would also show greater tolerance to
flooding. Futhermore, The clones were submitted to two irrigation treatments (control
and flooding) for six days, followed by 40 days of recovery. The hydric potential,
hydraulic conductance, gas exchange, chlorophyll a fluorescence, carbohydrate partition,
concentration of 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) and some
phytohormones, oxidative damage and survival were evaluated. In response to flooding,
the antioxidant activity at the roots of the clones involved increases in the activity of
ascorbate superoxide dismutase and peroxidase (APX), only APX showed increase of
activity on 120 clone leaves. The flooding caused a decrease in root water absorption with
a loss of 70% in hydraulic conductance in both clones, reductions in their rates of liquid
photosynthesis (4) and stomatal conductance, depletion of sugars and high concentrations
of ACC and ethylene in roots. Nevertheless, in clone 120, there was a faint drop in 4
along the stress imposition, less response due to water deficit, lower change in the electron
flow, efficient dissipation of excess energy through non-photochemical processes and late
accumulation of ACC in roots. The differences between clones were higher in the
recovery phase, with clone 109A plants being the most affected in photosynthetic
machinery damage, lower electron transport rate, greater oxidative damage accompanied
by reduction leaf area, and lower survival rate. However, there was little difference in
antioxidant capacity between the two clones, suggesting that the best performance of
clone 120 during flooding is possibly not associated with antioxidant metabolism. Other
strategies, therefore, should be involved in the reduction of oxidative damage and the
delay in the decrease of 4, as well as greater dissipation of excess energy in the flooding

phase.
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Introduciao

O aumento da frequéncia de eventos de alagamento em todo o mundo impacta
negativamente o desempenho das plantas e o seu rendimento de colheita (Bailey-Serres
et al., 2012; Sasidharan et al., 2017; Fukao et al., 2019). A inundacdo do solo provoca
uma difusdo mais lenta do oxigénio dissolvido em 4gua, que, por sua vez, acarreta uma
rapida reducdo da disponibilidade do oxigénio na rizosfera (Sauter, 2013; Voesenek e
Bailey-Serres, 2013; Olmo-Vega et al., 2017). O oxigénio ¢ importante por atuar como o
aceptor final da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial da raiz, de modo a suportar
uma producgdo eficiente de ATP pela fosforilagdo oxidativa (Bailey-Serres e Chang,
2005). Portanto, uma redug@o de oxigénio limita a producao de ATP, e gera um aciimulo
de elétrons no complexo III (ubiquinona: citocromo-redutase) da cadeia de elétrons
mitocondrial da raiz, provocando uma formagao excessiva de espécies reativas de
oxigénio (ERO), responsaveis pelo dano oxidativo (Gibbs e Greenway, 2003; Bailey-
Serres e Mittler, 2006; Bailey-Serres e Colmer, 2014). Ademais, o oxigénio ¢ requerido
para a conversdo de acido l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) em etileno, via
atividade de ACC-oxidase. Portanto, uma diminui¢ao do oxigénio no solo aumenta a
concentra¢cdo de ACC nas raizes; posteriormente o0 ACC acumulado ¢ transportado a parte
aérea e oxidado a etileno, o que pode resultar em epinastia, senescéncia e abscisao foliar
(Bradford e Yang, 1980; Van de Poel e Van Der Straeten, 2014; Vanderstraeten e Van
Der Straeten, 2017).

Além das alteragdes acima descritas, ocorrem outras alteragdes fisiologicas na
parte aérea, como reducdes significativas na taxa de fotossintese liquida (4) e na
condutancia estomatica, conforme observado em plantas de trigo (Malik et al., 2001), soja
(Mutava et al., 2015) e em café ardbica (Silveira et al., 2015). A diminui¢do de 4 pode
ser devido ao acimulo de carboidratos nas folhas (Plaut, 1987; Ferner et al. 2012; Mutava
et al.,, 2015) ou a limitacdes estomaticas (Kreuzwieser e Rennenberg, 2014), além de
outros fatores, como reducdo do teor de clorofila, senescéncia foliar e reducao da area
foliar (Malik et al., 2001). Como consequéncia de uma reducdo do fluxo de elétrons na
cadeia de transporte, somados as ERO da cadeia de transporte mitocondrial, ocorre uma
exacerbagdio do estresse oxidativo (e.g. formagio de 'Oa, Ox~ e H20,) (Hossain et al.,
2009). Ademais, ¢ comum a ocorréncia de déficit hidrico mediado pela redugdo da
condutividade hidrdulica da raiz e pela diminuicdo da permeabilidade de membrana
mediada por aquaporinas, conforme observado em Arabidopsis thaliana sob alagamento

(Holbrook e Zwieniecki, 2003; Tournaire-Roux et al., 2003). Nessa condicdo, tem-se



também observado que o decréscimo da condutividade hidraulica da raiz reduz o
potencial hidrico foliar, como verificado em plantas de Solanum lycopersicum e Ricinus
communis (Else et al., 2001; 2009). Desde que a redu¢do da condutancia estomatica (gs)
estd frequentemente associada com a diminuicdo da condutividade hidraulica da raiz,
como demostrado em algumas plantas lenhosas tolerantes e sensiveis ao alagamento
(Islam et al., 2003; Nicolas et al., 2005; Rodriguez-Gamir et al., 2011), sugere-se que

limitag¢des hidraulicas exacerbem limitagdes ao processo fotossintético sob alagamento.

A maioria das plantas lenhosas de regides umidas possuem estratégias baseadas
em caracteristicas morfologicas e anatomicas (formacdo de aerénquimas, lenticelas e
raizes adventicias) que evitam a falta de oxigénio na raiz (Herrera, 2013; Kreuzwieser e
Rennenberg, 2014; Takahashi et al., 2014). No entanto, plantas lenhosas, que crescem em
um habitat diferente e que carecem de adaptacdes morfo-anatdmicas ao alagamento,
utilizam mecanismos de tolerancia relacionados com adaptagdes metabolicas que mantém
a producdo de energia (Brandle e Crawford, 1987; Hossain e Uddin, 2011),
armazenamento de carboidratos para respiragao anaerdbica (glicolise e fermentacao)
(Atkinson et al., 2008; LeProvost et al., 2012), aumentos nos niveis de antioxidantes
soliveis em agua (e.g. ascorbato, glutationa) e lipossoluveis (e.g. a- tocoferol, [-
caroteno), e incrementos na atividade de enzimas antioxidantes, como a dismutase do
superoxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX), redutase da glutationa (GR) e
catalase (CAT) (Gibbs e Greenway, 2003; Arbona et al., 2008; Bailey-Serres ¢ Voesenek,
2010).

Apenas duas espécies, Coffea arabica L. (café ardbica) e C. canephora Pierre ex
A. Froehner (café conilon), dentre mais de 100 espécies do género Coffea, sdo
economicamente importantes, contribuindo aproximadamente com 99% da produgao
mundial de café. No caso de C. canephora, existe uma consideravel variagao
intraespecifica quanto a tolerancia a seca (Silva et al., 2013). Acredita-se que um sistema
antioxidativo mais eficiente (maior atividade e maior concentracdo das moléculas
antioxidantes) esteja fortemente associado com a tolerancia a seca em C. canephora
(Lima et al., 2002; Pinheiro et al., 2004; DaMatta e Ramalho, 2006). No entanto, nada se
conhece sobre a tolerancia dessa espécie ao estresse por alagamento. Registra-se que o
alagamento ¢ também um fator limitante a producdo de C. canephora, especialmente em

regides com solos argilosos e de topografia plana (Gay et al., 2006; Bunn et al., 2015).



Em espécies lenhosas, como o citrus, por exemplo, a tolerancia ao excesso de 4gua
no solo estd associada a uma maior expressao do sistema antioxidante, que confere uma
protecao satisfatéria contra o dano oxidativo em folhas e raizes (Arbona et al., 2008).
Pergunta-se, entdo, se a tolerancia de C. canephora ao alagamento também estaria
associada a uma maior expressdo do sistema antioxidante? A hipdtese deste trabalho
basou-se no fato de que clones de C. canephora mais tolerantes a seca, que apresentam
um sistema antioxidante mais eficiente (Lima et al., 2002; Pinheiro et al., 2004), também
mostrariam maior tolerancia ao alagamento. Esta pesquisa visou, pois, examinar as
respostas do potencial hidrico foliar, de condutincia hidraulica, trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a, parti¢ao de carboidratos, concentracao de alguns fitormdnios
e ACC, dano oxidativo e sobrevivéncia de dois clones de C. canephora submetidos a
periodos de estresse por alagamento e recuperagdo. Esses clones foram previamente
identificados como tendo tolerancias diferenciais ao déficit hidrico, além de diferencas
na atividade de seus sistemas antioxidantes. Ao se esclarecer tal questionamento, espera-
se aumentar a compreensao dos mecanismos de tolerancia de C. canephora ao

alagamento.



Materiais e métodos
Material vegetal e condigoes de crescimento

O experimento foi realizado em Vigosa (20°45° S, 42°54° W, 650 m de altitude),
sudeste do Brasil, sob condi¢des controladas, em casa de vegetagao. Foram utilizados
dois clones de C. canephora: 120 (tolerante a seca) e 109A (sensivel a seca) (Lima et al.,
2002; Pinheiro et al., 2004). Os clones foram produzidos a partir de estacas de raizes no
Instituto de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao Rural do Estado de Espirito Santo,
Brasil. Trinta dias antes do plantio, as plantas foram aclimatadas as condigdes ambientais
da casa de vegetacdao. Quando as plantas atingiram o quarto par de folhas completamente
expandido, os clones foram transplantados para vasos de 12 L, contendo uma mistura de
solo, areia e esterco bovino (3:2:1, v/v/v). As plantas foram cultivadas por oito meses,
sob irrigagdo periddica, de modo que a umidade do solo permanecesse proxima a da

capacidade de campo. Foram feitas adubagdes foliares quando necessario.

Delineamento experimental
Plantas dos dois clones com um ano de idade foram submetidas a dois tratamentos

de irrigacdo (controle e alagado), em um delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial de 2x2. Plantas do tratamento-controle tiveram um regime de irrigacao
de solo em capacidade de campo, enquanto as plantas do tratamento alagamento tiveram
uma lamina de agua de 5 cm acima da superficie do substrato. Uma planta por vaso

constituiu-se numa repetigao.

Desenvolvimento dos experimentos

Experimento 1
Foi feito um experimento preliminar em delineamento inteiramente casualizado,

constituido pelos quatro tratamentos ja mencionados, com cinco repeti¢des. Foram
utilizadas 10 plantas por clone, das quais cinco foram submetidas ao tratamento por
alagamento e as outras cinco, utilizadas como tratamento-controle. Durante o
experimento, os vasos com as plantas (alagamento) foram colocados dentro de vasos
maiores (21.5 L), de modo que uma lamina de dgua de 5 cm fosse aplicada acima da
superficie do substrato. A agua foi reposta diariamente de modo a manter a lamina de
agua constante. Nas plantas do tratamento-controle, a umidade do solo foi mantida

proxima a capacidade de campo até o final do experimento.

Os objetivos deste experimento foram: a) avaliar a relagdo entre a atividade
fotossintética e a habilidade de C. canephora em tolerar a inundacdo do solo, e b)

identificar o tempo necessario para que a gs € A se reduzissem em 50% e 90% nas plantas



sob alagamento, em relacdo as plantas-controle. Em sintese, medi¢des periddicas de
trocas gasosas (1, 3, 6,9, 12 e 15 dias) foram feitas ao longo do periodo de alagamento.
As medicdes de trocas gasosas foram realizadas utilizando um analisador de trocas de
gases (ver abaixo) em dois periodos: 08:00 - 10:00 h e 11:00 - 13:00 h; porém, os
resultados obtidos ao meio-dia permitiram mais bem discriminar as respostas das plantas
aos tratamentos aplicados, de modo que apenas os dados obtidos as 11:00 — 13:00 h sao

apresentados.

Observou-se que quatro e seis dias sob alagamento foi o tempo necessario para
que gs e 4 se reduzissem em 50% e 90%, em relacdo aos valores das plantas-controle.
Além disso, esta informagao serviu de base para se determinar o periodo de coleta de

material vegetal em todos os tratamentos, para analises posteriores.

Em resposta ao estresse por alagamento do solo, as plantas apresentaram folhas
com sintomas de murcha e nervuras amarelas (clorose). O dano visivel desses dois

sintomas foi expresso em termos de porcentagem de folhas afetadas pelo alagamento.

Experimento 2
Com base nos resultados do experimento preliminar, foi desenvolvido um

experimento com trés blocos de plantas, cada bloco foi inteiramente casualizado
conforme o esquema experimental mencionado, com seis repeti¢des. Neste experimento,
foram realizadas avaliagdes de potenciais hidricos, trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila @ aos 2, 4 e 6 dias de aplicagdo dos tratamentos, e aos 15 e 40 dias de recuperagao

das plantas previamente estressadas.

Para as avaliagdes bioquimicas, em todos os tratamentos foram realizadas duas
coletas de folhas completamente expandidas do terceiro ou quarto par, a partir do apice
de ramos plagiotrépicos (além de raizes laterais) aos quatro e seis dias de aplicacdo dos
tratamentos. As folhas foram coletadas durante as avaliacdes de trocas gasosas e do
potencial hidrico de meio-dia (11:00 — 13:00 h); encerradas essas atividades, foram
coletadas as raizes dos dois clones a partir das 13:00 h. Em cada coleta de material vegetal
foi desmontado um bloco experimental. Apds seis dias de alagamento continuo, foi
drenado o excesso de agua em plantas do terceiro bloco, o qual foi utilizado para
monitorar a recuperacdo das plantas estressadas mediante avaliagdes hidricas e
fotossintéticas. A metodologia para simular o alagamento do solo foi a mesma utilizada

no experimento preliminar.



Potencial hidrico foliar
As medicdes de potencial hidrico foliar foram realizadas na antemanha (04:30 —

05:30 h) (Vam) € ao meio-dia (12:00 — 13:00 h) (¥ma). As folhas usadas para a estimativa
de Yna foram encerradas em um saco plastico transparente de fecho hermético contendo
papel toalha umedecido em seu interior. Usou-se uma camara de pressao tipo Scholander
(modelo 1000, PMS Instruments, Albany, NY, USA), conforme a metodologia descrita
em Silva et al. (2013).

Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a
As variaveis de fluorescéncia da clorofila @ e de trocas gasosas [taxa de

fotossintese liquida (4), condutancia estomatica ao vapor de agua (gs), concentragdo
intercelular de CO; (C)), taxa transpiratéria (£) e a taxa de respiragdo mitocondrial no
escuro (Rg)] foram obtidas usando-se dois sistemas abertos portateis de troca de gases
previamente calibrados entre si (LI-6400XT; LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA),
equipados com uma camara de fluorescéncia integrada (LI-6400-40; LI-COR Inc). A
eficiéncia do uso da dgua (EUA) foi calculada a partir da razdo A/E. As medicdes de
trocas gasosas foram realizadas as 08:00 - 10:00 h e 11:00 - 13:00 h; mesmo modo do
experimento 1, apenas os dados obtidos entorno do meio-dia sdo apresentados. As
medigdes foram feitas em folhas totalmente expandidas, sob radiag¢do fotossinteticamente
ativa (RFA) artificial, isto ¢, 1000 pmol fétons m™? s em nivel das folhas, e 400 pmol de
CO, mol! ar. Todas as medi¢des foram realizadas em condi¢cdes ambientes a uma
temperatura foliar de 25 °C e um déficit de pressao de vapor entre 1.2 e 2.0 kPa, enquanto

a quantidade de luz azul foi ajustada em 10% de RFA para otimizar a abertura estomatica.

Na antemanha, a fluorescéncia minima (Fo) foi obtida via excitagao dos tecidos
foliares por luz vermelha modulada de baixa intensidade (0.03 umol m™2 s7!). A
fluorescéncia méaxima (F) foi obtida pela aplicagdo de um pulso de luz actinica saturante
(8000 pmol m? s?'; 0.8 s). Usando esses pardmetros, foi calculada a relagdo de
fluorescéncia variavel/maxima, Fv/Fun=[(Fm—F0)/Fm)]. Em folhas adaptadas a luz, o
rendimento da fluorescéncia no estado estacionario (Fs) foi medido apos o registro dos
pardmetros de trocas de gasosas. Um pulso de luz branca saturante (8000 umol m? s';
0.8 s) foi aplicado para atingir a fluorescéncia maxima do tecido foliar adaptado a luz
(Fm"). A luz actinica foi desligada e uma iluminacdo vermelho-distante de baixa
intensidade (2 pmol m? s™!) foi aplicada para medir a fluorescéncia inicial do tecido foliar
adaptado a luz (Fo'). Usando-se os valores desses parametros, o coeficiente de extingao

fotoquimico (gp) foi calculado como gp = (Fm' — Fs) / (Fm' — Fo'), € o coeficiente de



extingdo nao-fotoquimico (NPQ) foi calculado como NPQ = (Fw/Fn’) - 1. O rendimento
quantico fotoquimico maximo do fotossistema II (®@rsi) foi obtido como Prsi = (Fm' —
Fs)/Fu', a partir do qual a taxa de transporte de elétrons (TTE) foi calculada como TTE =
Dk «PPFD+f*0, em que f'é um fator associado a parti¢do de energia entre FSIT e FSTe é
assumido como 0.5, o que indica que a energia de excitagdo ¢ distribuida igualmente entre

os dois fotossistemas, o ¢ a absortincia foliar pelos tecidos fotossintéticos, assumida

como sendo 0.84 (Maxwell e Johnson, 2000).

A taxa de respiracao mitocondrial no escuro (Rg) foi medida a meia-noite e se
utilizou para estimar a taxa de respiracdo a luz (Rr), de acordo com Niinemets et al. (2006,
2009), como Ry = Rg/2. A taxa fotorrespiratoria da Rubisco (Rp) foi estimada como Rp =
1/12 [TTE - 4 (4 + Ry)], de acordo com Valentini et al. (1995). A taxa de fotossintese
bruta (Avrta) foi calculada como Apa = Rp+ RL + A. Os valores de Rp € Apruta foram
utilizados para calcular a razdo Rp/Avua. Além disso, a velocidade maxima de
carboxilacdo (Vemax) da Rubisco foi calculada utilizando-se pontos tnicos de 4 ¢ TTE em
uma base de concentragao de CO» no cloroplasto, de acordo com a metodologia descrita
por Wilson et al. (2000) e De Kauwe et al. (2016); para tal, utilizaram-se as propriedades
cinéticas da Rubisco para Coffea relatadas em Martins et al. (2013).

Avaliagoes metabolicas
As avaliagdes metabolicas em folhas e raizes consistiram da quantificacdo de

metabolitos e clorofilas (a + b) (apenas em folha), producao de etileno, atividade da ACC
oxidase, concentracio de ACC e de alguns fitormdnios, atividade de enzimas
antioxidantes e peroxidacao lipidica. Todo o material vegetal coletado foi imediatamente
congelado em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenado a -80°C, até andlise. As
amostras foram liofilizadas a -48°C e maceradas em um disruptor celular com auxilio de
esferas de metal de 3.2 mm (mini-Bead beaer-96, Bio Spec Products, Bartlesville, OK,
EUA).

Quantificagcdo de metabdlitos e de clorofilas
A quantificacdo de metabolitos foi realizada usando-se 10 mg de massa seca (MS)

de amostras de folhas ou raizes liofilizadas, ao qual se adicionou 1 mL de metanol 100%;
a mistura foi incubada (70°C, 30 min) e posteriormente centrifugada (13000 g, 5 min).
Apos a centrifugacdo, as concentracdes de hexoses (glicose e frutose) e sacarose foram
quantificadas no sobrenadante; amido e proteinas (método Bradford) foram quantificadas
na fracdo insoluvel (pellet) em metanol, conforme detalhado em Praxedes et al. (2006) e

Ronchi et al. (2006). A quantificagdo de prolina foi obtida na anélise de perfil hormonal,



descrita abaixo. As clorofilas (a + b) foram extraidas utilizando-se acetona aquosa 80%
(v/v) e suas concentracdes quantificadas espectrofotometricamente, de acordo com

Lichtenthaler (1987).

Producdo de etileno
A quantificagdo de produgdo de etileno foi feita utilizando-se uma folha

completamente expandida, descartando-se a nervura central. Apds, a folha foi
armazenada em um frasco do tipo erlenmeyer de 50 mL com tampa selante, adicionando-
se 1 mL de 4gua desionizada para evitar-se a desidratagdo dos tecidos. Sequencialmente,
os erlenmeyers selados foram incubados em camara germinadora do tipo BOD, por 24 h,
a 30°C. Foi coletada 1 mL da atmosfera do frasco com auxilio de seringa (Focus GC,
Thermo Fisher Scientific, Waltham EUA) para se inserir o volume em um cromatografo
a gas (modelo 5890, Series II, Hewlett-Packard, Palo Alto, EUA), equipado com coluna
“stainless-steel” (1.0 m x 6.0 mm), empacotada com malha Porapak-N 80-100. O etileno
produzido foi quantificado pelo detector de ionizagdo por chama e comparado a um
padrio externo. O resultado foi expresso com base na massa seca da folha (pmol g'! MS)
de cada tratamento, utilizando-se de seis repeticoes biologicas. Para quantificacdo de
produgdo de etileno em raiz, aproximadamente 6 g de raizes laterais foram coletados de
um torrao aleatoriamente amostrado do substrato. Por planta (repeti¢cao), as raizes foram
lavadas, separadas e secadas com papel toalha. Depois disso, as raizes foram alocadas em
erlenmeyer de 50 mL, apos selado e incubado por 24 horas em BOD a 30 °C.
Posteriormente, foi utilizada a mesma metodologia descrita acima para quantificar a

producdo de etileno em raiz.

Atividade da ACC oxidase
A avaliacdo da atividade da enzima ACC oxidase foi feita em raizes (3 g de MF)

e em folhas (1 g de MF). O material vegetal foi transferido para frascos do tipo erlenmeyer
de 25 mL, com uma camada de papel filtro. A reagdo enzimatica foi iniciada pela adig¢do
de uma aliquota de 2 mL de uma solucdo tampao em auséncia ou presenca de ACC (0.1
M), constituido de bicarbonato de s6dio 0.2 M; ascorbato de sédio 0.3 M; FeSO4 1 mM;
tricina 1 M e manitol 0.6 M. Sequencialmente, os erlenmeyers selados foram incubados
em camara germinadora do tipo BOD, por 5 h, a 30°C. Decorrido o tempo de reacao, foi
coletada 1 mL da atmosfera do frasco para se inserir o volume em cromatografo a gas
para quantificar-se o etileno, conforme detalhado acima. Cada repeti¢do foi analisada em
duplicata e o resultado foi expresso com base na massa seca de folha ou raiz (pmol g’!

MS) de cada tratamento, utilizando-se de seis repeti¢des bioldgicas.



Perfil hormonal
Para esta analise, foram utilizados 20 mg de MS (folha ou raiz) liofilizados para

subsequente extracdo, de acordo com a metodologia descrita por Miiller et al. (2011), com
modificacdes, para quantificar-se as concentracdes de ACC, 4cido abscisico (ABA),
acido jasmonico (JA), metil jasmonato (MeJA), putrescina e prolina. Em aquela massa
foi adicionado 400 pL de solugdo de extragdo (metanol: isopropanol: acido acético, 20:
79: 1). Apds centrifugacdo (13000 g, 10 min, 4 °C), 350 uL de sobrenadante foram
recolhidos para um novo tubo. Para o pellet resultante, repetiu-se o processo de extragao
e depois foram combinados os sobrenadantes obtidos. Adicionalmente, uma
centrifugacao final (20000 g, 5 min, 4 °C) foi realizada para remover os detritos de tecido
em suspensdo. As amostras foram passadas em filtros (Filtro seringa PVDF 13 mm, 0.2
um, marca Hexis, AG5190-5261 ESTou HX0097-02623) para remover qualquer particula
em suspensdo. Subsequentemente, o extrato foi injetado (5 pL) no sistema LC — MS/MS
usando um Agilent 1200 Infinity Series (Santa Clara, CA, USA) acoplado a
espectrometro de massa do tipo quadruplo triplo (QgQ), modelo 6430 Agilent
Technologies. A separagdo cromatografica foi realizada por uma coluna de modelo
Zorbax Eclipse Plus C18 (1.8 um, 2.1 x 50 mm) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA), em série, com uma coluna de modelo Zorbax SB-CI18 de 1.8 um (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Os solventes utilizados foram (A) 0.02% de acido
acético em agua e (B) acido acético a 0.02% em acetonitrila em um gradiente A/B: 0/5;
11/60; 13/95; 17/95; 19/5; 20/5. A razdo de fluxo do solvente foi de 0.3 mL min™! em uma
coluna a 23 °C. Uma vez no espectrometro de massa, foi utilizada a fonte de ionizagao
ESI (Ionizagao por Electrospray) com as seguintes condigdes: temperatura do gas de 300
°C, taxa de fluxo de nitrogénio de 10 L min™', pressdo do nebulizador capilar de 35 psi e
voltagem de 4000 V. O equipamento foi operado no modo MRM (“Multiple reaction
monitorin”). O percursor de passagem ion/fragmento estabelecido foi monitorado por
testes de fragmentagdao de cada molécula: ACC (102.1/56.2); ABA (263.1/153); JA
(209/59); MeJA (225.2/151.2); putrescina (89/72.1) e prolina (116/70). ACC, MelJA,
putrescina e prolina foram escaneados no modo positivo, € os demais fitormonios, no
modo negativo. Uma curva de calibragdo, utilizando padrdes auténticos para cada
composto, foi gerada para permitir a quantificacao absoluta dos hormonios citados.
Finalmente, os dados gerados foram analisados no programa "Skyline 4.1" para obter a
4rea de pico de cada hormdnio nas amostras e os resultados foram expressos em ng g™!

MS.



Atividade das enzimas do metabolismo antioxidativo
As atividades das enzimas dismutase do superdéxido (SOD), peroxidase do

ascorbato (APX), redutase da glutationa (GR) e catalase (CAT) foram determinadas a
partir de amostras de 90 mg de raizes ou folhas, maceradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 1 mL de meio de extragdo. Extracdo e determinagdes de atividades
enzimaticas seguiram a metodologia de Pinheiro et al. (2004), com modificagdes. O meio
de extragdo utilizado para as enzimas foi composto de tampao fosfato de potassio 0.1 M,
pH 7.0, &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0.1 mM, ditiotreitol (DTT) 2 mM, acido
ascorbico 20 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 100% (p/p). O extrato foi colocado no
vortex por 20 s e centrifugado a 12000 g por 15 min, a 4 °C.

Uma aliquota de 20 pL do extrato bruto foi adicionada a 180 pL. de um meio de
reacdo para quantificar a atividade das enzimas antioxidantes: SOD, EC 1.15.1.1 [50 mM
de tampao fosfato de potassio (pH 7.5), 13 mM de metionina (pH 7.8), 2 pL de
riboflavina, 0.1 mM de EDTA, 75 uL de azul de p-nitro tetrazdlio (NBT)]; APX, EC
1.11.1.11 [50 mM de tampao fosfato de potassio (pH 7.0), 20 mM de H>O,, 1 mM de
acido ascorbico]; GR, EC 1.6.4.2 [100 mM de tampao fosfato (pH 7.0), 1 mM de EDTA,
3 mM de cloreto de magnésio, | mM de glutationa oxidada, 0.1 mM de NADPH]; CAT,
EC 1.11.1.6 [50 mM de tampao fosfato de potéassio (pH 7.0), 20 mM de peroxido de
hidrogénio (H20,)].

A atividade das enzimas SOD, APX, GR e CAT foi determinada pela medida de
absorvancia em leitor de microplaca (Multiskan GO, Thermo Scientific, Waltham, EUA).
A reacgdo de SOD foi realizada em camara com luz fluorescente de 15 W, a 25 °C, por 10
min. Em seguida, a iluminagdo foi interrompida e a absorvancia da formazana azul
resultante da fotorredugdo do NBT foi determinada a 560 nm. Uma unidade de SOD foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorredugado do
NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971). O resultado foi expresso em U min"! mg™! proteina.
A atividade de APX foi calculada utilizando-se a absorvancia (290 nm, a 25 °C) e o
coeficiente de extingio molar de 2.8 mM™! cm! e expressa em umol de 4cido ascorbico
min' mg! proteina. A atividade de GR foi testada medindo-se a taxa de oxidacdo de
NADPH e NADH, respectivamente, ambas em 340 nm. A atividade de CAT foi
determinada pela variagao de absorvancia (240 nm, durante 1 min) e coeficiente de
absortividade de 36 M! cm!, expressando-se o resultado em pmol de H,O, min™ mg’!

proteina.
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Peroxidacao lipidica
A peroxidacdo lipidica foi determinada a partir de amostras de 90 mg de raizes ou

folhas, maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 1 mL de solugao 0.1%
(p/v) de éacido tricloroacético (TCA) com 1% (v/v) de Triton X-100, seguida de
centrifugacdo a 10000 g, por 15 min, a 4 °C (Gomes-Junior et al., 2006). Uma aliquota
de 250 pL do sobrenadante foi adicionada a 750 pL. de TCA 20% com 4cido tiobarbiturico
(TBA, 0.5% p/v), incubadas por 20 min a 90 °C, com agita¢do. A reacao foi paralisada
em banho de gelo por 15 min; os tubos foram entdo centrifugados a 3000 g, por 10 min,
a 4 °C. Para a absorvancia de 200 pL em leitor de microplaca (Multiskan GO, Thermo
Scientific, Waltham, EUA), foram utilizados os seguintes comprimentos de onda: 532 e
600 nm. A concentragdo de malondialdeido (MDA) foi estimada utilizando-se as
absorvancias e coeficiente de absortividade de 155 mM™! cm™! e expressa em nmol g MF

(Heath e Packer, 1968).

Experimento 3
No terceiro experimento, foram utilizadas 12 plantas por clone, das quais seis

foram submetidas ao tratamento de alagamento e as outras seis, ao tratamento-controle.
Depois de seis dias de alagamento continuo, o excesso de agua foi drenado e o solo
permaneceu com umidade proxima a da capacidade de campo. Acompanhou-se a
recuperagao das plantas afetadas pelo alagamento ao longo de 40 dias, tempo em que
ocorreu a recuperacdo de 4 no clone 120. Durante os periodos de alagamento e
recupera¢do, foram realizadas em todos os tratamentos as avaliacdes de potencial hidrico,
condutancia hidraulica da planta, transpiracao de plantas inteiras, area foliar total, taxa de
crescimento relativo de area foliar, extravazamento de eletrolitos, abscisao foliar e, ao

final dos 40 dias, foi avaliada a taxa de sobrevivéncia das plantas.

Condutancia hidraulica da planta
A condutancia hidraulica da planta foi estimada por meio da razao entre a taxa de

transpirac@o de plantas inteiras (Ep) e a diferenca de potencial hidrico foliar obtida durante

o intervalo da medicao de Wame ¥md (Pinheiro et al., 2005; Silva et al., 2013):
Kplanta = Ep/ ( WYind - y/am)

A taxa de transpiragdo de plantas inteiras foi estimada gravimetricamente (Dias et
al., 2007), e calculada usando-se os dados da duragdo da transpiragdo (h), area foliar total

(AFT) e variacdes de peso dos vasos, entre a antemanha (P;) e o meio-dia (P»):

Ep = [((P1— P2)/18<1000)/AFT]/(T2 — T1)
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A éarea foliar total (AFT) foi obtida a partir do somatorio das areas foliares
unitarias. Para calcular a area foliar unitaria (AF) foi utilizando um modelo matematico
em que se usam medidas ndo destrutivas do comprimento (C) e largura das folhas (L).

AF =0.6626 (C * L) 9116 conforme Antunes et al. (2008).

A porcentagem de perda da condutancia hidraulica de plantas dos tratamentos sob
alagamento foi calculada em relagdo aos valores de condutividade hidraulica das plantas
do tratamento-controle. Para evitar a perda de 4gua por evaporagao (e, portanto, evitar
subestimativas de Ep) foi utilizado um filme pléstico de cor preta sobre a superficie do

substrato.

Taxa de crescimento relativo de area foliar
A taxa de crescimento relativo de area foliar (TCRAFr) expressa o incremento de

4rea foliar, por unidade de 4rea inicial (m?), num determinado intervalo de tempo (dias).

Para isso, usou-se o dado de AFT calculado em plantas dos clones sob recuperacao:
TCRar= (In AFT2 — In AFT1) / (t2 — t1)
Em que: In = logaritmo neperiano

Dano foliar e taxa de sobrevivéncia de plantas
O teste de extravazamento de eletrdlitos (EE) foi realizado conforme a

metodologia descrita em Lima et al. (2002), utilizando-se um medidor de condutividade
elétrica. Por repeti¢do, foram usados 10 discos foliares, que foram lavados e depois
depositados em 20 mL de 4gua desionizada em frascos selados durante 6 h, a temperatura
ambiente. Apos esse periodo foi feita a primeira leitura de condutividade elétrica (CE1)
e, imediatamente, os frascos foram colocados em uma estufa de secagem, a 90 °C, por 2
h, e subsequentemente se procedeu a segunda leitura de condutividade elétrica (CE2). O
valor de extravazamento de eletrdlitos foi obtido pela porcentagem de eletrolitos

extravasados em relag@o aos eletrolitos totais, conforme a seguinte férmula:
EE (%) = (CE1/CE2) *100

A contagem de perda de folhas por abscisao foi feita a cada cinco dias, os dados
foram apresentados de forma acumulativa (0 - 15 dias, periodo de recuperagdo
intermediaria; e 16 - 40 dias, fase final da recuperacdo). A contagem de folhas cloréticas
somente foi realizada aos 15 e 40 dias de recuperagdo. Folhas com nervuras amarelas
(clorose) foram consideradas como afetadas pelo alagamento. A sobrevivéncia das

plantas ao alagamento foi expressa em porcentagem e foi avaliada ao final do periodo de
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recuperacdo. As plantas que foram consideradas mortas exibiram cerca de90% de area
foliar com folhas totalmente secas. Essas plantas “mortas” foram mantidas na capacidade

de campo por dois meses, periodo em que se verificou secagem completa de todo o caule.

Anadlises estatisticas
Os dados obtidos foram analisados usando-se o desenho inteiramente casualizado,

em um fatorial de 2x2. Os dados foram expressos como médiasterro padrdo. As
diferencas entre as médias foram examinadas usando-se o teste  ou Mann-Whitney.
Anadlises de correlagdo de Pearson foram realizadas entre os parametros de relevancia
fisiologica. As andlises estatisticas foram realizadas usando o programa computacional
Statistica versdao 6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, USA) e os graficos foram realizados no

programa SigmaPlot versao 11.0.
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Resultados
Experimento 1

No Experimento 1, foi avaliada a tolerancia de dois clones (120 e 109A) de C.
canephora ao longo de 12 dias de continuo alagamento do solo, mediante medigdes de
trocas gasosas e porcentagem de folhas afetadas pelo estresse. Em ambos os clones, o
alagamento diminuiu o valor de A progressivamente, desde o inicio da imposi¢ao do
estresse. Apo0s seis dias de alagamento, o valor de A ficou proximo a zero no clone 109A,
enquanto no clone 120 A4 foi cerca de 1/3 em relacao aos valores encontrados nas plantas-
controle (Figura 1A). Em paralelo, gs foi diminuida pelo alagamento, evidenciando um
fechamento estomdatico quase completo no clone 109A apods seis dias de estresse,
enquanto no clone 120 houve uma reducao de gs, porém nao significativa em comparagdo
a das plantas-controle (Figura 1B). Com 12 dias de alagamento do solo, os parametros de

A e gs foram reduzidos a valores proximos de zero em ambos os clones.

O dano visivel as folhas foi evidente apos seis dias de alagamento continuo nos
dois clones. Depois de 12 dias de estresse, a porcentagem de danos nas folhas aumentou
significativamente em ambos os clones, embora com diferentes graus de afetacdo entre
eles (Figuras 2 e 3). Ao fim do experimento, duas das cinco plantas do clone 120

sobreviveram, e apenas uma planta do clone 109A manteve-se viva apds o alagamento.

Experimento 2

Potencial hidrico foliar
Folhas de plantas dos dois clones submetidos ao alagamento ndo sofreram

alteracdes em Y.m em relagdo ao das folhas de plantas nao alagadas. No entanto, folhas
de plantas alagadas de ambos os clones tiveram diminui¢des significativas em ¥Ymga partir
do sexto dia de experimento. Na fase de recuperagdo, avaliada aos 15 e 40 dias apds a
suspensao do alagamento, Yam ndo diferiu entre plantas-controle e plantas previamente
estressadas do clone 120, apesar de se detectar menor ¥m4 (-1.30 MPa) aos 15 dias, mas
nao aos 40 dias nesse clone. No clone 109A, tanto ¥am (-2.13 MPa) como ¥4 (-2.77 MPa)
foram marcantemente menores nas plantas previamente estressadas que nas plantas-
controle aos 15 dias de recuperacao, com total recuperacao tanto de Wam como de ¥mq aos

40 dias (Figura 4).

Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a
Durante a aplicacao do alagamento, ocorreram reducdes significativas de 4 e g

em ambos os clones, mais marcantemente no clone 109A. Com seis dias de alagamento,

ambos os clones atingiram um quase completo fechamento estomatico. Com apenas 15
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dias de recuperacdo, o clone 120 foi o Ginico que mostrou uma reversao de 50% em 4 em
relagdo a das plantas-controle. Apds 40 dias de recuperacao, o clone 120 teve valores de
A semelhantes aos das plantas-controle, apesar dos menores valores de gs. Por outro lado,
o clone 109A apresentou uma recuperacao de 4 bem menor ao fim do experimento, com

menores valores (75%) em relagcdo aos das plantas-controle (Figuras 5A e 5B).

Os clones sob alagamento exibiram C;i similares ao das plantas do tratamento-
controle, porém C; diminuiu significativamente nos clones durante o processo de
recuperagao (Figura 5C). Com seis dias de alagamento, o clone 109A exibiu uma reducao
de 40% na EUA, enquanto o clone 120 mostrou um incremento de 45% na EUA em
relagdo a das plantas ndo alagadas. Incremento de EUA também foi observado nas plantas
dos tratamentos alagados durante o periodo de recuperacdo (60% para o clone 120 e 15%

para o clone 109A; Figura 5D).

Folhas de ambos os clones sob alagamento apresentaram redugdes discretas na
razdo Fy/Fm em relacdo as plantas-controle. Estas redug¢des foram completamente
revertidas durante a recuperagdo, porém apenas no clone 120 (Figura nas 5E). Por sua
vez, a TTE foi menor ao longo dos seis dias de alagamento, com reducdes
proporcionalmente menores nas plantas estressadas do clone 120 em relagdo as das
plantas do clone 109A (Figura 5F). Aos 15 dias de recuperagdo, TTE foi menor nas
plantas previamente estressadas, comparadas com as plantas-controle, especialmente no
clone 109A. Mesmo aos 40 dias de recuperagdo do alagamento, TTE foi
significativamente menor nas plantas estressadas do clone 109A, mas recuperou-se

completamente no clone 120.

Em condi¢des sob alagamento, plantas do clone 120 mostraram valores de gp
similares aos das plantas-controle, mesmo padrdo observado na fase de recuperagao.
Porém, plantas do clone 109A mostraram uma reducdo significativa com respeito ao
tratamento-controle. Aos 40 dias ap6s alagamento, plantas do clone 109A mostraram uma
diminui¢ao de 50% dos valores de gp em relacdo aos das plantas-controle (Figura 6A).
Por sua vez, houve aumentos de NPQ em resposta ao alagamento, a partir do quarto dia
de alagamento no clone 120, e aos seis dias no clone 109A. Esses aumentos persistiram
nos dois clones aos 15 dias de recuperacdo do estresse, porém nenhuma diferencga
significativa foi encontrada comparando-se plantas previamente estressadas com seus

respectivos controles ao final do experimento.
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De modo geral, os tratamentos aplicados ndo afetaram a Rg (Figura 6C). Por outro
lado, Rp foi incrementada no clone 120, aos quatro e seis dias de alagamento; aos 15 dias
de recuperacdo, ndo se observaram alteragdes de Rp no clone 109A (Figura 6D).
Entretanto, a razdo Rp/Avuta aumentou nos dois clones em resposta ao alagamento, aos
quatro e seis dias, e aos 15 dias de recuperacdo. No final do experimento, aquela razdo
recuperou-se aos niveis dos controles no clone 120, mas manteve-se significativamente
maior no clone 109A (Figura 6E). Destaque-se que Vemax nao foi afetada pelos
tratamentos aplicados no clone 120. No clone 109A, Vemax reduziu-se significativamente
ao longo de todo o periodo de recuperagdo nas plantas previamente estressadas (Figura

6F).

Analises de correlacdo
O coeficiente de correlacdo de Pearson foi calculado para conhecer o grau de

associagdo entre A e alguns parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a
durante o alagamento e posterior recuperagao das plantas. Houve, na fase de alagamento,
correlagdo positiva entre 4 com gs, Fv/Fm, TTE € gp nos dois clones, observando-se uma
correlacdo negativa entre 4 e NPQ (apenas no clone 120). Na fase de recuperacdo, 4
correlacionou-se positivamente com gs, Ci, Fv/Fm, TTE e gp em ambos os clones, e

negativamente com NPQ, mas somente no clone 120 (Tabela 1).

Quantificagdo de metabdlitos e pigmentos cloroplastidicos
As concentragoes de glicose, frutose e sacarose nao foram alteradas em folhas dos

clones durante o alagamento. Porém, as concentragdes de frutose e sacarose, em raizes de
ambos os clones, foram diminuidas durante a aplicacdo do estresse; somente no clone
109A houve reducdes dos niveis de glicose durante o Gltimo dia de alagamento (Figura
7). Por outro lado, as concentragdes de amido e proteinas em folhas e raizes de ambos os
clones ndo foram afetadas pelos tratamentos. De modo geral, ndo houve diferencas
significativas nas concentracdes de aminodacidos e clorofilas (@ + b) em folhas de ambos
os clones sob alagamento (Figura 8; Tabela 2), bem como na concentracdo de
aminoacidos em raizes dos dois clones em resposta ao alagamento. Quanto a prolina, suas
concentragdes foliares aumentaram significativamente em ambos os clones aos seis de
alagamento. Em raizes, as concentragdes de prolina aumentaram significativamente nos

dois clones, aos quatro e seis dias de alagamento (Figura 9).

Producdo de etileno, concentragdo de ACC e quantificagdo de alguns fitormonios
Foram quantificados alguns fitormonios aos quatro e seis dias de alagamento. Nao

se observaram diferengas significativas nos niveis foliares de ACC, de etileno, bem como

de atividade da ACC oxidase nos dois clones, com exce¢do dos niveis de ACC, que
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aumentaram nas plantas do clone 120 aos seis dias (Figura 10). Nas raizes, em contraste,
os niveis de ACC (exceto aos quatro dias no clone 120) e etileno foram marcantemente
maiores nas plantas sob alagamento. Aumentos na atividade da ACC oxidase, nas raizes,

foram observados apenas aos seis dias de alagamento, e somente no clone 109A (Figura
10).

Quanto aos outros fitormonios avaliados (ABA, MeJA e putrescina) em folhas,
ndo houve alteragdes significativas em ambos clones sob condi¢des de alagamento
(Figura 12). Verificou-se alteragdes nos niveis de JA nas raizes das plantas sob
alagamento, independentemente do clone e tempo de avaliagdo; reducdo foi observada
também na concentragdo de MeJA nas raizes do clone 120, apenas aos quatro dias de

alagamento (Figura 13).

Atividade das enzimas antioxidantes e peroxidacao lipidica
Na folha, observou-se um aumento significativo na atividade da SOD, mas apenas

no clone 109A aos seis dias de alagamento (Figura 14). A atividade a APX aumentou em
resposta ao alagamento no clone 120, enquanto a atividade da GR nao foi afetada pelos
tratamentos. Em contraste, o alagamento promoveu reducao significativa (exceto no clone
120 aos quatros dias apoOs o estresse) na atividade da CAT. Nas raizes, por sua vez, o
alagamento resultou em maior atividade da SOD e de APX em ambos os clones e
redugdes da atividade da GR (apenas no clone 109A), enquanto a atividade de CAT foi
reduzida indistintamente do clone e da época de avaliacdo (Figura 15). A respeito da
varia¢ao da atividade do sistema antioxidante, ndo se observou variacao de MDA em
folhas e raizes (exceto no clone 109A com seis dias de alagamento) dos clones submetidos

aos tratamentos (Figura 16).

Experimento 3
Potencial hidrico foliar e condutancia hidraulica da planta
O Y.m ndo foi afetado pelos tratamentos, exceto nos 15 primeiros dias de

recuperagao (-0.36 MPa no clone 120 e -1.31 MPa no clone 109A). Por outro lado, ¥md
foi significativamente mais negativo aos quatro e seis dias de alagamento, e aos 15 dias
de recuperagdo do estresse, nos dois clones (Figura 17). Registrou-se que, apesar de
completa recuperacdo de Yame ¥Yma ao final do experimento, ndo houve recuperacdo de
condutancia hidraulica em ambos os clones, que foi a metade da observada nas plantas-
controle (Tabela 3). Registre-se que a porcentagem da perda de condutincia hidraulica

aumentou com aumento do tempo de alagamento (Figura 18).

17



Danos e sobrevivéncia em plantas alagadas
Nos dois clones ndo foram registrados danos foliares por EE, clorose e abscisao

durante a exposi¢do ao alagamento; mas o ambiente anaerdbico alterou a coloragdo das
raizes, porém em menor extensao no clone 120 (Figura 19). A sobrevivéncia das plantas
e danos foliares causados por seis dias de alagamento foram acentuados na fase de
recuperagdo, sendo as plantas do clone 109A as mais afetadas em termos de diminui¢ao
da taxa de crescimento relativo de area foliar (Tabela 5), acompanhado de aumentos de
porcentagem de EE (Tabela 6), nimero de folhas cloréticas (Tabela 7) e nimero de folhas
caidas (Tabela 8). Registre-se que, combinando-se os experimentos II e III, a porcentagem
de sobrevivéncia de plantas do clone 120 (92%) foi superior a do clone 109A (58%). Por
ultimo, 40 dias de recuperagdo nao foram suficientes para reverter a coloragdo escura em

raizes do clone 109A (Figura 19).
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Discussao

Em conformidade com a hipdtese deste trabalho, o clone 120, tolerante a seca,
exibiu uma melhor performance fotossintética que o clone 109A, sensivel a seca, tanto na
fase de alagamento como na fase de recuperagdo. Registre-se que, ao longo de seis dias
de alagamento, ndo se observaram diferencas marcantes entre os dois clones, no que
respeita as relagdes hidricas, atividade antioxidante e danos oxidativos; por outro lado,
diferencas clonais mais proeminentes foram observadas na fase de recuperagdo, com
completa reversdo das taxas fotossintéticas a niveis das plantas-controle no clone 120
(mas nao no clone 109A). Destaque-se que essa fase de recuperagao (40 dias) foi muito
longa. Tomados em conjunto, os presentes dados indicam um baixo grau de tolerancia ao
alagamento em C. canephora, com potencial comprometimento do aparelho
fotossintético e das relagdes hidricas, fatos mais evidentes na fase de recuperacdo que
durante o alagamento per se.

Fase de alagamento

Os resultados aqui descritos indicam que os ¥Yam dos clones avaliados nao foram
alterados pelo alagamento, fato possivelmente relacionado a capacidade das raizes em
absorver agua durante a noite, associado com a expressiva redu¢do da transpiracdo. Em
contraste, Yma foi reduzido pelo estresse, fato possivelmente associado a um transporte
limitado de agua pelo caminho apoplastico (principal rota de transporte de dgua em
plantas lenhosas); menor ¥na deve estar relacionado com diminuigdes da condutancia
hidraulica dos clones que, por sua vez, esta sendo afetado pela redu¢do da condutancia
hidraulica da raiz e pela diminuicdo da permeabilidade de membrana mediada por
aquaporinas, a exemplo do que se observa em outras espécies sob alagamento (Yetisir et

al., 2006; Atkinson et al., 2008; Aroca 2012).

O alagamento reduziu 4 e gs em paralelo (r= 0.83, p=0.00), mais marcantemente
no clone 109A. Esses dados indicam, a priori, uma limitacdo estomatica a fotossintese.
Entretanto, C; ndo se alterou significativamente, de sorte que é pouco provavel que tais
limitagdes tenham sido expressivas. Houve também comprometimento de eventos
fotoquimicos, a julgar-se, por exemplo, pelas correlagdes positiva de 4 com Fv/Fm, TTE
e gr. Em todo o caso, como Vemax em base de concentracao de CO> no cloroplasto ndo foi
afetada pelo alagamento, sugere-se que potenciais limitagdes fotoquimicas tenham
afetado o desempenho fotoquimico. A manutengdo de Ci ¢ Vemax pode sugerir que a
difusdo do CO», desde os espacos intracelulares até o estroma cloropléstico, tenha sido

gradualmente limitada pela condutancia mesofilica (| gm). A condutancia de CO- pelo
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mesofilo € finita e altamente variavel, podendo reduzir a concentragdo cloroplastica de
CO: e, portanto, a fotossintese (Flexas et al., 2008; Ouyang et al., 2017), fato reportado
numa espécie de conifera (Picea sitchensis) sob alagamento (Black et al., 2005). A
reducdo de gs ndo foi associada a variagdes em ABA, cujas concentragdes ndo variaram
significativamente em resposta aos tratamentos. Resultados semelhantes foram
observados em citrus (Rodriguez-Gamir et al., 2011) e soja (Mutava et al., 2015).
Portanto, o fechamento estomatico foi possivelmente associado a decréscimos de
condutancia hidraulica da planta, fato realgado pela correlacdo positiva destas duas
variaveis (r= 0.61, p= 0.00). Resultados similares foram encontrados em outras plantas
lenhosas (Davanso et al., 2002; Mielke et al., 2003: Nicolas et al., 2005; Rodriguez-Gamir
et al., 2011; Ferner et al., 2012).

Uma vez que a fixagdo de carbono (o principal processo de utilizagao da energia
luminosa nos cloroplastos) foi reduzida, ajustes na captura de luz, uso e dissipacao sao
necessarios para sustentar fotoprote¢cao a maquinaria fotossintética (Martins et al., 2014).
Neste estudo, demonstraram-se quedas em gp € aumento em NPQ, sugerindo menor
captura de luz e aumentos na dissipagao de energia na forma de calor (Arbona et al.,
2009), fatos especialmente observados aos 6 dias de alagamento. Alteragdes em gp foram,
no entanto, independentes dos niveis de clorofilas, que se mantiveram constantes.
Ademais, visto que houve aumento em Rp/Avruta, Sugere-se que a fotorrespiragdo tenha
contribuido largamente para a dissipacdo do excesso de energia sob condigdes de
alagamento. Outras rotas alternativas, como o fluxo ciclico de elétrons no FSII ou o ciclo
agua-agua (Logan et al., 2006), também poderiam estar envolvidas na dissipagcdo de

energia excedente.

Em condig¢des de alagamento, diminuicao de 4 esta diretamente relacionada com
o decréscimo da atividade metabdlica das reacoes de carboxilacao, levando a uma reducgao
de carboidratos (Silveira et al., 2015). Porém, o acumulo de agucares em folhas dos clones
ndo esteve relacionado com a baixa atividade fotossintética, mais bem poderia ser
atribuida a reducdo de particionamento de carboidratos para a raiz ou a uma menor
utiliza¢do na parte aérea, em resposta a provaveis reducgdes no crescimento (Kreuzwieser
et al., 2004). Por outro lado, concentragdes de aglicares nas raizes indicaram um consumo
crescente de carboidratos, fato possivelmente associado a menores importagdes de
fotoassimilados. Geralmente, espécies ou genotipos que apresentam menor concentragao
de carboidratos (acgticares) nas raizes e, redugdo na atividade enzimatica do metabolismo

de carboidratos (menor atividade de sintase da sacarose) mostraram menor tolerancia para
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suportar a deficiéncia de oxigénio no solo (Sairam et al., 2009; Zanandrea et al., 2010;
Araki et al., 2012). Uma redugao de carboidratos pode limitar a respiragao anaerdbica da
raiz, reduzindo a tolerancia a longos periodos de alagamento (Hossain e Uddin, 2011).
Portanto, reducdes de acucares nas raizes pode ter resultado em um colapso energético.
Isso, em conjunto com severas afetacdes na maquinaria fotossintética do clone 109A,
poderia ter comprometido a sobrevivéncia das plantas desse clone muito mais que a do

clone 120 (Ayi et al., 2016).

A sacarose, principal produto da fotossintese, pode ser utilizada para a
manuten¢do do metabolismo celular ou ¢ convertida em amido para armazenamento
(Kuai et al., 2016). As concentracdes de amido em folhas e raizes ndo diminuiram nos
clones sob estresse, coincidindo em parte com os relatos de outros experimentos em
genoétipos de Arabidopsis thaliana e arroz tolerantes ao alagamento, que reduzem o
consumo de amido durante o estresse e aumentam a demanda desse carboidrato durante
a oxigenacao daraiz (Perata e Voesenek, 2007; Loreti et al., 2018). Porém, nesta pesquisa,
nao se pdde confirmar se essas reservas de amido foram consumidas durante a reparagao
da maquinaria bioquimica foliar. Por outro lado, acimulo de proteinas e aminoacidos

poderia ser atribuido a inibi¢do do crescimento da planta.

Em resposta a seis dias de alagamento, raizes e folhas de ambos os clones
acumularam altas concentragdes de prolina. Este resultado em raizes ¢ explicado pelo fato
de ser o primeiro 6rgdo a perceber as condi¢des adversas de alagamento e, maior
capacidade de sintetizar prolina pode estar relacionada a um maior nivel de tolerancia
(Argamasilla et al., 2013). Por outro lado, altas concentracdes de prolina foliar em
genoétipos de citrus foram associadas a uma baixa tolerancia ao alagamento do solo
(Arbona et al., 2008). Sabe-se que o acumulo de prolina ¢ a primeira resposta de plantas
submetidas a uma variedade de estresses ambientais (Jarzyniak e Jasinski, 2014). A
prolina ¢ um bom indicador na percepcao do estresse por salinidade (Sannazzaro et al.,
2007); em seca, a acumulacdo de prolina ajuda a reduzir o potencial osmotico, e por sua
vez o potencial hidrico da folha, que faz que as plantas sustentem o aparelho
fotossintético, mantendo melhor hidratacdo dos 6rgdos e manuten¢do da pressao de
turgéncia (Kandowangko et al.,, 2009; Chun et al., 2018). Possivelmente, o rapido
aumento de prolina em plantas dos clones de C. canephora seja uma resposta ao déficit
hidrico ocasionado pelo alagamento € ndo como um indicador de sensibilidade, portanto,
esse aumento de prolina pode estar envolvido em varias estratégias de tolerancia similares

as que ocorrem em estresse por déficit hidrico.
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Durante o periodo de aplicacdo do estresse, folhas dos clones ndo mostraram
relagdo direta entra a quantidade de ACC e a produgao de etileno. Concentragao de ACC
foliar aumentou apenas em plantas do clone 120 no fim do alagamento, mas sem registro
de efeitos foliares visiveis (epinastia, senescéncia e abscisdo foliar). Nas raizes do clone
109A, observou-se marcante relacdo entre a quantidade de ACC e produgdo de etileno;
apenas no clone 120 se registrou um aumento tardio de ACC radicular. Provavelmente, o
acumulo mais inicial de ACC em raizes esta vinculado com maiores danos oxidativos em
folhas do clone 109A apo6s o final do periodo de alagamento. Por outro lado, manutengao
nas concentragdes de MeJA e putrescina em folhas e raizes, assim como concentragdes
inalteradas de ABA foliar, parece ser uma tendéncia comum nos dois clones,
independentemente dos niveis de tolerdncia. No entanto, raizes de ambos os clones
mostraram redugdes de JA, fato que pode ser considerado uma resposta ao estresse
oxidativo através da modulagdo da biossintese de compostos antioxidantes (Guo et al.,
2012). Em Arabidopsis thaliana os niveis de JA diminuiram durante o alagamento, mas
com rapidos aumentos na reoxigenagao das raizes, sendo associado com a diminui¢ao do

dano oxidativo (Yuan et al., 2017).

A SOD ¢ usualmente considerada a primeira linha de defesa contra as ERO,
catalisando a dismutacdo do superdxido em oxigénio e H>Oz, enquanto CAT e APX sdo
as mais importantes enzimas envolvidas na regulagao intracelular de H>O» (Gill e Tuteja,
2010). Folhas dos dois clones sob estresse ndo mostraram aumentos na atividade das
enzimas GR e CAT, apenas aumentos de APX no clone 120 parece atuar na remogao de
H>0O, formado durante o estresse. Provavelmente, a pouca resposta do metabolismo
antioxidativo foliar esteja relacionada com a auséncia de danos por estresse oxidativo aos
quatro e seis dias apds aplicacao do alagamento, fato verificado nos valores inalterados
de concentragdo de clorofilas (a + b), EE e MDA. Apesar de ndo se ter evidenciado
sintomas de dano oxidativo foliar durante a aplicagdo do alagamento, sugere-se que houve
fotoinibig¢do cronica da fotossintese, a julgar-se pelos menores valores de F\/Fi, aos seis

dias de estresse.

Por outro lado, raizes dos dois clones mostraram incremento na atividade de SOD,
provavelmente aumentando a produgdo de H>O2 (Hossain et al., 2009). O declinio da
atividade de CAT nas raizes dos clones pode ser devido a reducdo da taxa de conversao
de proteina (Sharma et al., 2012) ou pelo acumulo de H>O; catalisado pela SOD. Registre-
se que H2O, pode reagir com os ions de metais de transi¢io (Fe*" e Cu*") da SOD,

produzindo radical hidroxila, fato reportado num gendtipo de citrus tolerante ao
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alagamento (Arbona et al., 2008). Contudo, alta atividade de APX nas raizes dos clones
pode ser responsavel de converter o0 H>O2 em H>O junto com a regeneragdo de NADP™.
Durante o alagamento, raizes dos clones nao mostraram aumentos de MDA ; ndo obstante,
as raizes apresentaram uma colora¢do escura, sendo mais visivel nas raizes do clone
109A, possivelmente essa cor seja um indicador de danos por acumulacdo de compostos

fermentativos formados no processo respiratorio.

Recuperagao das plantas estressadas pelo alagamento
Os danos ocasionados pelo alagamento foram evidentes durante a fase de

recuperagdo (apos drenagem do excesso de agua), com sinais de desidratagdo foliar nos
15 primeiros dias de recuperagdo; nao obstante, plantas do clone 120 foram capazes de
manter melhor hidratacdo (potenciais hidricos menos negativos). A redugdo da
condutancia hidraulica e absor¢ao de dgua pelos canais de aquaporina podem ser afetadas
pela acidificagdao citoplasmatica, ocasionada por aumentos na concentragdo de CO-,
conforme observado em Arabidopsis thaliana (Holbrook e Zwieniecki, 2003; Tournaire-
Roux et al., 2003; Aroca et al., 2011), ou por fatores como a falta de energia metabdlica
e acumulo de compostos toxicos, tais como etanol, acetaldeido ou 4cido latico (Else et
al., 2001; Irfan et al., 2010). Ademais, nesta etapa os dois clones registraram alta EUA,
porém com redugdes significativas de 4, gs e C;, particularmente o clone 109A. Isso pode
ter comprometido sua sobrevivéncia, tal como ocorreu num gendtipo de citrus sensivel
ao alagamento (Arbona et al. 2009). Registre-se que ambos os clones tiveram a
capacidade de recuperar os potenciais hidricos no fim da recuperacao, mas recuperaram
sua condutancia hidraulica, fato que pode explicar a menor g; (correlagdo positiva entre

condutancia hidraulica e gs r= 0.60, p= 0.00).

Na fase de recuperagdo, somente no clone 109A foram observadas reducgdes
consistentes em 4, Ci, Fv/Fm, TTE € Vemax. Diante do exposto, sugere-se que a maquinaria
fotossintética do clone 109A foi comprometida progressivamente durante o estresse,
severamente afetada nos primeiros 15 dias de recuperagdo, mas apenas com pequenas
melhoras no fim da recuperagao. Por outro lado, verificou-se a recuperagao da maquinaria
fotossintética em plantas do clone 120 através da reversdo dos parametros de A, Fyv/Fm e
TTE aos niveis das plantas-controle, mas com limitagdes estomaticas que reduziram a
concentragdo interna de CO2 no fim da recuperacao. Aos 15 dias de recuperacao, folhas
do clone 120 mostraram aumento de NPQ, mas gp permaneceu inalterado. Isso indica que
a dissipagdo de energia pode ter ocorrido através da emissao de calor nas antenas e outros

processos nao fotoquimicos (Golan et al., 2004; Lopez-Climent et al., 2007). Entdo, no
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clone 120, um gradiente de prétons na cadeia de elétrons fotossintéticos pode ter
contribuido na dissipacao de excesso de energia luminosa nao usada na fixacao de COo,
para evitar o dano oxidativo. Nessa mesma fase, apenas no clone 109A registrou-se
aumento significativo de NPQ correlacionado com a diminui¢do de 4, mas com
diminui¢des significativas de gp e TTE; desse modo, mecanismos de dissipagcdo foram
induzidos principalmente nas antenas, devido a impossibilidade de manter um fluxo
elétrons, tal como ocorreu em um gendétipo de citrus sensivel ao alagamento (Arbona et

al., 2009).

Sintomas visiveis de dano oxidativo foliar acarretados pelo estresse ocorreram
durante a fase de recuperacdo, registrando-se marcantes aumentos de EE, clorose e
abscisao foliar em plantas do clone 109A, fato relativamente comum em plantas lenhosas
sob alagamento (Bertolde et al., 2012). A principal causa do estresse oxidativo ¢ a
incapacidade do sistema em eliminar os toxicos radicais de oxigénio devido ao aumento
da formacdo de ERO ou a diminui¢do da atividade das enzimas antioxidantes (Chugh et
al., 2011). Aumentos de EE indicam danos as membranas celulares ligados aos processos
de senescéncia foliar e estresse oxidativo (Prochazkova et al., 2001; Campos et al., 2003).
A maior magnitude da clorose foliar pode ser promovida por aumentos na concentracao
de ERO, que podem oxidar os pigmentos fotossintéticos (Drew, 1997). Presumivelmente,
parte de o incremento de abscisdo foliar foi estimulada pela alta concentracao de ACC
nas raizes, acompanhada por um concomitante incremento de etileno nas folhas (Salazar
etal., 2015; Ali e Kim, 2018). Observagdes semelhantes foram relatados em geno6tipos de
citrus e abacate sensiveis a pequenos periodos de alagamento, os quais mostraram maiores
concentragdes de ACC em raizes, associada a oxidagdo de ACC em etileno foliar

(Gémez-Cadena et al., 1996; Gil et al., 2009).

Adicionalmente, no clone 120 sob condi¢des de alagamento, foi observado um
actimulo tardio de ACC nas raizes, sem deteccao de etileno foliar nas plantas-controle e
plantas previamente estressadas. Isso, em conjunto com aumentos na expressao da enzima
APX em folhas e completa recuperagdo da fotossintese aos 40 dias fim do alagamento,
permitiram melhor protecdo contra o dano oxidativo foliar. Como consequéncia, o clone
120 exibiu maior porcentagem de sobrevivéncia e maior taxa de crescimento relativo de
area foliar em relagdo ao clone 109A. Saliente-se que maior taxa de crescimento de area
foliar ¢ um bom indicador de tolerancia, reportado em plantas de araticum (Annona

glabra L.) (Mielke et al., 2005).
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Conclusao

Os dois clones de C. canephora exibiram rapidas respostas ao alagamento do solo
e as diferencas maiores entre os clones ocorreram na fase de recuperagdo; nao obstante,
sugere-se que os dois clones sdo sensiveis aos efeitos de alagamento, por trés motivos: (1)
a condutancia hidraulica foi afetada drasticamente, mesmo que sob periodo de
alagamento e a recuperacao; (ii) seis dias de alagamento induziram rapidas quedas na taxa
de fotossintese liquida e condutancia estomatica, além de esgotamento de agucares em
raizes, parametros importantes na tolerancia de plantas lenhosas ao alagamento; e (iii) o
alagamento induziu uma rapida perda de desempenho da maquinaria fotossintética dos
clones, comecando com uma redugao na eficiéncia dos complexos de captagdo de luz que
pode levar a um sobrefluxo de elétrons no sistema fotossintético; ademais, a maquinaria
bioquimica do clone 109A foi severamente afetada apds fim do alagamento,
comprometendo o fornecimento de produtos fotossintéticos durante a expressao do dano

oxidativo.

Com efeito, o clone 120 foi mais tolerante a seis dias de alagamento ao mostrar
(1) menor desidratacdo foliar, retardo na queda de fotossintese liquida e maior eficiéncia
do uso da 4dgua nos periodos criticos do estresse; (ii) outros mecanismos como o ajuste do
fluxo de elétron fotossintético e dissipagdo de excesso de energia realizada por meio dos
processos nao fotoquimico (NPQ) permitiram reduzir o dano oxidativo apds fim do
alagamento; e (iii) possivelmente a menor reducdo de area foliar registrada durante a
drenagem do solo seria efeito de um aciimulo tardio de ACC nas raizes. Ademais, houve
pouca diferenca do sistema antioxidante entre os dois clones, entdao, pode-se concluir que
o melhor desempenho do clone 120, durante o alagamento, possivelmente ndo esteja
associado com o metabolismo antioxidante, mas com outras estratégias acima
mencionadas. Por outro lado, ndo se descarta que o clone 120 tenha tido um metabolismo
antioxidante mais robusto na fase de recuperacdo, a julgar-se pela menor extensdo de

dano oxidativo (menor EE) e maior taxa de crescimento de area foliar.
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Tabelas

Tabela 1. Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre a taxa de fotossintese liquida (4)
e varios pardmetros: condutancia estomatica ao vapor d’dgua (gs), concentragdo
intercelular de CO; (Ci), rendimento maximo de fluorescéncia em folhas adaptadas a
escuriddo (Fv/Fm), taxa de transporte de elétrons (TTE), coeficiente de extingdo nao-
fotoquimico (NPQ) e coeficiente de extingdo fotoquimico (gp) obtidos em folhas de dois
clones de C. canephora (Experimento 2). Os dados foram obtidos aos 2, 4 e 6 dias apos
a imposi¢ao do alagamento; plantas-controle permaneceram sob capacidade de campo.
Os dados de recuperagao foram obtidos aos 15 ¢ 40 dias apos fim do alagamento. Na
recuperagdo, valor de n corresponde as plantas que sobreviveram a aplicagdo dos
tratamentos de irrigagao.

Alagamento Recuperagado
r p-valor r p-valor
A Vs gs
Clone 120 0.81 0.00 (n=36) 0.75 0.00 (n = 23)
Clone 109A 0.85 0.00 (n=36) 0.88 0.00 (n=21)
A vs C;
Clone 120 0.10 0.56 (n=136) 0.76 0.00 (n=23)
Clone 109A -0.13 0.49 (n=36) 0.81 0.00 (n=21)
A vs Fv/Fn
Clone 120 0.42 0.01 (n =36) 0.44 0.03 (n=23)
Clone 109A 0.57 0.00 (n=36) 0.49 0.02 (n=21)
Avs TTE
Clone 120 0.72 0.00 (n=36) 0.67 0.01 (n=23)
Clone 109A 0.92 0.00 (n=36) 0.87 0.00 (n=21)
A vs NPQ
Clone 120 -0.63 0.00 (n=36) -0.41 0.06 (n=23)
Clone 109A -0.29 0.17 (n=36) -0.61 0.01 (n=21)
A vs gp
Clone 120 0.55 0.01 (n=136) 0.38 0.07 (n=23)
Clone 109A 0.87 0.00 (n=36) 0.78 0.00 (n=21)
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Tabela 2. Concentracdes de clorofilas (a + b) em folhas de dois clones de C. canephora
aos 4 e 6 dias apos a imposi¢ao do alagamento; plantas-controle permaneceram sob
capacidade de campo (Experimento 2).

Clone 120 Clone 109A
Controle Alagado Controle Alagado
Dias Clorofilas mg.g' MS
Clorofilaa 3.60+0.40b 3.82+0.32b 5.77+£0.54a 5.57+£0.64 a
4 Clorofilah 1.49+0.08b 1.57£0.05b 2.00+0.12a 1.98+0.15a
a+b 5.10+0.46b 5.39+0.38b 7.78+0.66 a 7.56+0.79 a
Clorofilaa 4.80+0.40a 5.14+0.54 a 5954047 a 5.84+0.51 a
6 Clorofilab 1.64+0.07a 1.80+0.12 a 1.92+0.12a 1.97+0.08 a
at+b 6.44+0.46 a 6.94+0.66 a 7.87+£0.60 a 7.81+0.60 a

Quando presente, asterisco indica diferenca significativa (teste ¢, P< 0.05) entre tratamentos de irrigagao
para um mesmo clone. Letras diferentes representam diferengas significativas (teste ¢, P<0.05) entre clones
dentro de um mesmo tratamento de irrigacdo. Cada valor representa a média+erro padrdo, n = 6.

Tabela 3. Condutancia hidraulica da planta inteira de dois clones de C. canephora. Os
dados foram obtidos aos 2, 4 e 6 dias apos a imposi¢ao do alagamento; plantas-controle
permaneceram sob capacidade de campo (Experimento 3). Subsequentemente, o excesso
de 4gua foi drenado e os dados foram, entdo, obtidos aos 15 e 40 dias de recuperagdo do
estresse.

Clone 120 Clone 109A
Dias Controle Alagado Controle Alagado
mmol H,O m? s MPa’!
2 1.05+0.06a 0.75+0.08 a* 1.10£0.12a 0.73+£0.07 a*
4 1.27+0.18 a  0.63+0.07 a* 1.56£0.16 a  0.66+0.08 a*
6 1.70+0.15a 0.64+0.12 a* 1.80+0.11a 0.60+0.09 a*
15 1.44+0.08b 0.38+0.08 a* 1.78+0.11a  0.49+0.06 a*
40 1.43+0.07a 0.69+0.09 a* 1.3940.17a 0.66+0.07 a*

Asteriscos indicam diferencgas significativas (teste #, P<0.05) entre tratamentos de irrigagdo para um mesmo
clone. Letras diferentes representam diferencgas significativas (teste 7, P< 0.05) entre clones dentro de um
mesmo tratamento de irrigacdo. Cada valor representa a médiaterro padrdo, n = 6. Aos 40 dias de
recuperacdo, médiaterro padrdo dos clones previamente alagados corresponde as plantas sobreviventes
(clone 120, n = 6; clone 109A, n = 4).
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Tabela 4. Transpiragdo da planta inteira de dois clones de C. canephora. Os dados foram
obtidos aos 2, 4 e 6 dias apos a imposicao do alagamento; plantas-controle permaneceram
sob capacidade de campo (Experimento 3). Subsequentemente, o excesso de agua foi
drenado e os dados foram, entdao, obtidos aos 15 e 40 dias de recuperacdo do estresse.

Clone 120 Clone 109A
Dias Controle Alagado Controle Alagado
mmol H,O m?s’!
2 0.55+0.06a  0.49+0.07 a 0.62+0.04a  0.39+0.04 a*
4 0.63+0.06a  0.444+0.07 a* 0.68+0.05a  0.44+0.06 a*
6 0.68+0.04a  0.47+0.06 a* 0.68+0.06 a  0.34+0.05 a*
15 0.97+0.04a  0.344+0.07 a* 1.06£0.05a  0.39+0.06 a*
40 0.96+0.04a  0.3940.05 a* 0.99+0.07a  0.47+0.05 a*

Asteriscos indicam diferengas significativas (teste ¢, P<0.05) entre tratamentos de irrigagdo para um mesmo
clone. Letras diferentes representam diferencas significativas (teste z, P< 0.05) entre clones dentro de um
mesmo tratamento de irrigacdo. Cada valor representa a médiaterro padrdo, n = 6. Aos 40 dias de
recuperacao, médiaterro padrdo dos clones previamente alagados corresponde as plantas sobreviventes
(clone 120, n = 6; clone 109A, n=4).

Tabela 5. Taxa de crescimento relativo de area foliar em plantas de dois clones de C.
canephora. Os dados foram obtidos nos “dias apds recuperacdao” (DAR) de plantas
previamente estressadas durante seis dias de alagamento; plantas-controle permaneceram
sob capacidade de campo (Experimento 3).

Clone 120 Clone 109A
DAR Controle Alagado Controle Alagado
m’ m dia’!
0-15 0.0077+0.0005 0.0053+0.0004* 0.0096+0.0019  0.0022+0.0009*
16 - 40 0.0176+0.0012  0.0100+0.0009* 0.0114+0.0011  0.0059+0.0013*

Asteriscos indicam diferencas significativas (Mann-Whitney, P< 0.05) entre tratamentos de irrigagdo para
um mesmo clone. Cada valor representa a médiaterro padrdo, n = 6. No periodo de 16 — 40 DAR,
médiaterro padrdo dos clones previamente alagados corresponde as plantas sobreviventes (clone 120, n =
6; clone 109A, n =4).
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Tabela 6. Extravasamento de eletrélitos em folhas de dois clones de C. canephora. Os
dados foram obtidos aos 2, 4 e 6 dias apos a imposi¢ao do alagamento; plantas-controle
permaneceram sob capacidade de campo (Experimento 3). Subsequentemente, o excesso
de agua foi drenado e os dados foram, entdo, obtidos aos 15 e 40 dias de recuperagdo do

estresse.

Clone 120 Clone 109A
Dias Controle Alagado Controle Alagado
0

2 6.38+0.38a  7.47+0.53 a . 6.32+0.18a  6.40+£0.24 a
4 7.79+0.23a  8.73+0.51 a 7914040 a  7.42+0.54 a
6 7.01£0.35a  7.90+0.74 a 6.10£0.11a  6.58+0.37 a
15 6.98+0.32a  7.91+0.38 a 6.38+0.36a  9.95+1.31 a*
40 6.98+0.32a  6.57+0.63 a 6.38+0.36a  6.47+0.79 a

Asteriscos indicam diferengas significativas (teste ¢, P<0.05) entre tratamentos de irrigagdo para um mesmo
clone. Letras diferentes representam diferencgas significativas (teste ¢z, P< 0.05) entre clones dentro de um
mesmo tratamento de irrigacdo. Cada valor representa a médiaterro padrdo, n = 6. Aos 40 dias de
recuperacdo, médiaterro padrio dos clones previamente alagados corresponde as plantas sobreviventes
(clone 120, n = 6; clone 109A, n = 4).

Tabela 7. Numero de folhas cloroticas em plantas de dois clones de C. canephora. Os
dados foram obtidos nos ‘“dias apoOs recuperagao” (DAR) de plantas previamente
estressadas durante seis dias de alagamento; plantas-controle permaneceram sob
capacidade de campo (Experimento 3).

Clone 120 Clone 109A
DAR Controle Alagado Controle Alagado
0-15 1.83+0.40 2.16+0.47 1.33+0.21 16.83+2.61*
16 - 40 3.50+0.80 0.67+0.42* 1.00+£0.21 1.83+2.61

Asteriscos indicam diferengas significativas (Mann-Whitney, P< 0.05) entre tratamentos de irriga¢do para
um mesmo clone. Cada valor representa a médiaterro padrdo, n = 6.

Tabela 8. Numero de folhas caidas em plantas de dois clones de C. canephora. Os dados
foram obtidos nos “dias apods recuperagdo” (DAR) de plantas previamente estressadas
durante seis dias de alagamento; plantas-controle permaneceram sob capacidade de
campo (Experimento 3).

Clone 120 Clone 109A
DAR Controle Alagado Controle Alagado
0-15 1.8+0.48 4.00£1.15%* 2.00+0.05 4.18+0.93*
16 - 40 0.70+0.28 6.00+0.81%* 2.20+0.58 19.20+3.10*

Asteriscos indicam diferencas significativas (Mann-Whitney, P< 0.05) entre tratamentos de irrigagdo para
um mesmo clone. Cada valor representa a médiaterro padréo, n = 6.
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Figura 1. Parametros de trocas gasosas: A-B) taxa de fotossintese liquida (4) e C-D)
condutancia estomatica ao vapor d’agua (gs) obtidos em folhas de dois clones de C.
canephora submetidos por 12 dias de alagamento; plantas-controle permaneceram sob
capacidade de campo (Experimento 1). Asteriscos indicam diferencgas significativas (teste
t, P<0.05) entre tratamentos de irrigacao para um mesmo clone. Cada valor representa a
médiaterro padrdo, n = 5.
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Figura 2. Porcentagem de folhas de dois clones de C. canephora exibindo nitidos sinais
de murcha e clorose em resposta aos tratamentos de irrigacdao (controle e alagado). As
observacdes foram feitas aos 12 dias apos a imposi¢ao do alagamento; plantas-controle
permaneceram sob capacidade de campo (Experimento 1). n = 5.
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Clone 120 - Alagado

Clone 109A - Alagado

Figura 3. Aspecto geral das plantas de dois clones de C. canephora aos 12 dias apds a
imposi¢do do alagamento.
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Figura 4. Potencial hidrico foliar de antemanha (A-B) e potencial hidrico foliar de meio-
dia (C-D) de dois clones de C. canephora submetidos por seis dias de alagamento;
plantas-controle permaneceram sob capacidade de campo (Experimento 2).
Subsequentemente, o excesso de agua foi drenado e os dados foram, entdo, obtidos aos
15 e 40 dias de recuperacdo do estresse (cor cinza). Asteriscos indicam diferencas
significativas (teste 7, P< 0.05) entre tratamentos de irrigagdo para um mesmo clone. Cada
valor representa a médiaterro padrdo, n = 6. Aos 40 dias de recuperacdo, médiaterro
padrao dos clones previamente alagados corresponde as plantas sobreviventes (clone 120,
n=75; clone 109A, n = 3).
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Figura 5. Avaliacdes de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a: A) taxa de
fotossintese liquida (4), B) condutincia estomatica ao vapor d’agua (gs), C) concentragao
intercelular de CO» (Ci), D) eficiéncia do uso da dgua (EUA), E) rendimento maximo de
fluorescéncia em folhas adaptadas a escuridao (Fv/Fm) € F) taxa de transporte de elétrons
(TTE) obtidos em folhas de dois clones de C. canephora submetidos por seis dias de
alagamento; plantas-controle permaneceram sob capacidade de campo (Experimento 2).
Subsequentemente, o excesso de agua foi drenado e os dados foram, entao, obtidos aos
15 e 40 dias de recuperagdo do estresse (cor cinza). Asteriscos indicam diferengas
significativas (teste ¢, P< 0.05) entre tratamentos de irrigacdo para um mesmo clone, em
cada tempo de avaliacdo. Letras diferentes representam diferencas significativas (teste ¢,
P<0.05) entre clones dentro de um mesmo tratamento de irrigacdo, em cada tempo de
avaliagdo. Cada valor representa a média+erro padrao, n = 6. Aos 40 dias de recuperagao,
médiaterro padrdo dos clones previamente alagados corresponde as plantas
sobreviventes (clone 120, n = 5; clone 109A, n = 3).
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Figura 6. Avaliacdes de parametros de fluorescéncia da clorofila a e respiracdo foliar: A)
coeficiente de extin¢do fotoquimica (gp), B) coeficiente de extingdo nao-fotoquimica
(NPQ), C) taxa de respiragao mitocondrial no escuro (Rg), D) taxa fotorrespiratoria da
Rubisco (Rp), E) razio fotorrespiragdo/ taxa de fotossintese bruta (Rp/Abmuwa) € F)
velocidade maxima de carboxilacdo (Vemax) da Rubisco numa base de concentragdao de
CO2 no cloroplasto de folhas de dois clones de C. canephora submetidos por seis dias de
alagamento; plantas-controle permaneceram sob capacidade de campo (Experimento 2).
Subsequentemente, o excesso de agua foi drenado e os dados foram, entao, obtidos aos
15 e 40 dias de recuperacdo do estresse (cor cinza). Asteriscos indicam diferengas
significativas (teste ¢, P< 0.05) entre tratamentos de irriga¢do para um mesmo clone, em
cada tempo de avaliacdo. Letras diferentes representam diferencas significativas (teste ¢,
P<0.05) entre clones dentro de um mesmo tratamento de irrigacdo, em cada tempo de
avaliagdo. Cada valor representa a média+erro padrao, n = 6. Aos 40 dias de recuperagao,
médiaterro padrio dos clones previamente alagados corresponde as plantas
sobreviventes (clone 120, n = 5; clone 109A, n = 3).
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Figura 7. Concentragdes de glicose (A-B), frutose (C-D) e sacarose (E-F) em folhas e
raizes de dois clones de C. canephora aos quatro e seis dias apos a imposi¢do do
alagamento; plantas-controle permaneceram sob capacidade de campo (Experimento 2).
Asteriscos indicam diferengas significativas (teste #, P< 0.05) entre tratamentos de
irriga¢do para um mesmo clone. Letras diferentes representam diferencas significativas
(teste ¢, P< 0.05) entre clones dentro de um mesmo tratamento de irrigagdo. Cada valor
representa a médiaterro padrao, n = 6.
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Figura 8. Concentragdes de amido (A-B), proteinas (C-D) e aminoéacidos (E-D) em folhas
e raizes de dois clones de C. canephora aos quatro e seis dias apds a imposi¢ao do
alagamento; plantas-controle permaneceram sob capacidade de campo (Experimento 2).
Asteriscos indicam diferengas significativas (teste #, P< 0.05) entre tratamentos de
irrigacdo para um mesmo clone. Letras diferentes representam diferencas significativas
(teste ¢, P< 0.05) entre clones dentro de um mesmo tratamento de irrigagdo. Cada valor
representa a médiat+erro padrao, n = 6.
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Figura 9. Concentracdo de prolina em folhas (A-B) e raizes (C-D) de dois clones de C.
canephora aos quatro e seis dias apos a imposicao do alagamento; plantas-controle
permaneceram sob capacidade de campo (Experimento 2). Asteriscos indicam diferencas
significativas (teste z, P< 0.05) entre tratamentos de irriga¢dao para um mesmo clone. Cada
valor representa a médiaterro padrao, n = 5.
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Figura 10. Concentracdo de ACC, atividade da enzima ACC oxidase e produgdo de
etileno em folhas de dois clones de C. canephora aos quatro e seis dias apos a imposicao
do alagamento; plantas-controle permaneceram sob capacidade de campo (Experimento
2). Folhas para a produgdo de etileno foram incubadas por 24 horas em camara
germinadora. Folhas para atividade da enzima ACC oxidase foram incubadas por 5 horas.
Asteriscos indicam diferengas significativas (teste ¢, P< 0.05) entre tratamentos de
irrigagdo para um mesmo clone. Cada valor representa a médiaterro padrao, n = 5. ACC
= Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico. N.D. = ndo detectavel.
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Figura 11. Concentracdo de ACC, atividade da enzima ACC oxidase e produgdo de
etileno em raizes de dois clones de C. canephora aos quatro e seis dias apos a imposicao

do alagamento; plantas-controle permaneceram sob capacidade de campo (Experimento

2). Raizes para a produgdao de etileno foram incubadas por 24 horas em camara
germinadora. Raizes para atividade da enzima ACC oxidase foram incubadas por 5 horas.
Asteriscos indicam diferencas significativas (teste ¢, P< 0.05) entre tratamentos de
irrigacao para um mesmo clone. Cada valor representa a médiat+erro padrao, n = 5. ACC
= Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico.
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Figura 12. Concentracdes de fitormonios em folhas de dois clones de C. canephora aos

quatro e seis dias apos a imposi¢ao do alagamento; plantas-controle permaneceram sob

capacidade de campo (Experimento 2). Asteriscos indicam diferencas significativas (teste
t, P<0.05) entre tratamentos de irrigacdo para um mesmo clone. Cada valor representa a
médiaterro padrao, n = 5. ABA: 4cido abscisico; MeJA: metil jasmonato.
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Figura 13. Concentragdes de fitormonios em raizes de dois clones de C. canephora aos
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quatro e seis dias apos a imposicao do alagamento; plantas-controle permaneceram sob

capacidade de campo (Experimento 2). Asteriscos indicam diferencas significativas (teste
t, P<0.05) entre tratamentos de irrigagdo para um mesmo clone. Cada valor representa a

médiaterro padrdo, n = 5. JA: &cido jasmonico; MeJA: metil jasmonato.
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Figura 14. Atividade de enzimas antioxidantes em folhas de dois clones de C. canephora

aos quatro e seis dias apos a imposi¢ao do alagamento; plantas-controle permaneceram

sob capacidade de campo (Experimento 2). Asteriscos indicam diferengas significativas
(teste ¢, P< 0.05) entre tratamentos de irrigagdo para um mesmo clone. Cada valor
representa a médiat+erro padrao, n = 6. Dismutase do superoxido (SOD), Peroxidase do
ascorbato (APX), Redutase da glutationa (GR) e Catalase (CAT).
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Figura 15. Atividade de enzimas antioxidantes em raizes de dois clones de C. canephora
aos quatro e seis dias apos a imposi¢do do alagamento; plantas-controle permaneceram
sob capacidade de campo (Experimento 2). Asteriscos indicam diferencas significativas
(teste ¢, P< 0.05) entre tratamentos de irrigagdo para um mesmo clone. Cada valor
representa a médiaterro padrao, n = 6. Dismutase do superoxido (SOD), Peroxidase do
ascorbato (APX), Redutase da glutationa (RG) e Catalase (CAT).

51



Quatro dias ap6s alagamento Seis dias apds alagamento

80 80
A — Controle B

o == Alagado ~

[ ] = 60

= 60 = 3
"en )

Té 40 4 Té 40 A

£ g

: :

S 20 S 20

0 T T 0 T -
Clone 120 Clone 109A Clone 120 Clone 109A
10 10

—~ 8 —~ 8 4

> >
= % ES % = -

Icl) 6 Icl) 6 4

—_ —_ *

Q Q

g g

= 4 !

< <

a a

= 5, z

0 T T 0 T
Clone 120 Clone 109A Clone 120 Clone 109A

Figura 16. Concentracdo de MDA em folhas (A-B) e raizes (C-D) de dois clones de C.
canephora aos quatro e seis dias apos a imposi¢do do alagamento; plantas-controle
permaneceram sob capacidade de campo (Experimento 2). Asteriscos indicam diferengas
significativas (teste ¢, P< 0.05) entre tratamentos de irrigacdo para um mesmo clone. Cada
valor representa a médiaterro padrao, n = 6. MDA = malondialdeido.
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Figura 17. Potencial hidrico foliar de antemanha (A-B) e potencial hidrico foliar de meio-
dia (C-D) de dois clones de C. canephora submetidos por seis dias de alagamento;
plantas-controle permaneceram sob capacidade de campo (Experimento 3).
Subsequentemente, o excesso de agua foi drenado e os dados foram, entdo, obtidos aos
15 e 40 dias de recuperacdo do estresse (cor cinza). Asteriscos indicam diferengas
significativas (teste z, P<0.05) entre tratamentos de irrigagao para um mesmo clone. Cada
valor representa a médiaterro padrdo, n = 6. Aos 40 dias de recuperacdo, médiaterro

padrao dos clones previamente alagados corresponde as plantas sobreviventes (clone 120,
n = 6; clone 109A, n=4).
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Figura 18. Porcentagem de perda da condutincia hidraulica da planta de dois C.
canephora submetidos por seis dias de alagamento; plantas-controle permaneceram sob
capacidade de campo (Experimento 3). Subsequentemente, o excesso de agua foi drenado
e os dados foram, entdo, obtidos aos 15 e 40 dias de recuperagdo do estresse (cor cinza).
Quando presente asterisco, indica diferenca significativa (teste z, P< 0.05) entre clones
sob alagamento. Cada valor representa a médiaterro padrao, n = 6. Aos 40 dias de
recuperagao, médiaterro padrao dos clones previamente alagados corresponde as plantas
sobreviventes (clone 120, n = 6; clone 109A, n = 4).
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Figura 19. Aspecto geral das raizes de dois C. canephora: antes do alagamento, aos 4 e
6 dias apos aplicagdo do alagamento (DAA) e apds fim recuperacdo das plantas
(Experimento 2).
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