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Tolerancia cruzada a ciclos de estresse hidrico em plantas jovens de Eugenia uniflora L.

Discente: Poliana Louzada
Orientadora: Profa. Dr?. Tanise Luisa Sausen

22 de outubro de 2021

Resumo: Na natureza periodos de estresses abidticos e bidticos sdo frequentes e podem
ocorrer sucessivas vezes ao longo do ciclo de vida de uma planta. Eugenia uniflora ¢ uma
espécie arbérea com ampla ocorréncia em diferentes formagdes florestais e caracteristica de
areas frequentemente inundaveis. Em florestas ribeirinhas subtropicais ocorrem, ao longo de
todo ano, periodos frequentes e alternados de inundacao e déficit hidrico, tornando um cenario
ideal para o estudo de tolerancia cruzada. O presente estudo objetivou investigar os efeitos de
eventos repetidos e alternados de estresses hidricos nos atributos morfolégicos e fisioldgicas
de E. uniflora. Em um experimento com dois eventos de estresse hidrico, nos primeiro
submetemos as plantas aos tratamentos hidricos: controle (C), déficit (D) e inundagao (I) e
entdo, no evento tardio, as respostas dessas plantas a um segundo evento de estresse repetido
(DD e II) e alternado (DC, DI, IC e ID) foi comparado ao evento inicial. Ambos os eventos
tiveram duragdo de 12 dias. Apos o evento inicial, as plantas em D apresentaram redu¢ao no
conteudo relativo de agua na planta acompanhado pela redugdo nas trocas gasosas associada
com fechamento estomatico e na redugdo da eficiéncia de carboxilagdo (4/gs). Além disso, foi
observado uma maior area foliar especifica (AFE). No evento tardio observamos as plantas
submetidas ao déficit hidrico no evento inicial (DC e DI) apresentam uma recuperacao nos
atributos de trocas gasosas (4, gs e E) e a diminuicdo na AFE. Ciclos repetidos de déficit
hidrico (DD) foram associados com efeitos mais acentuados em relagdo a um evento isolado
D e recorrente de inundacao (II), com a redugdo em atributos fisiologicos e morfoldgicos.
Ciclos repetidos de inundacdo (II) foram associados com a redugdo nas trocas gasosas
comparados ao evento isolado e alternado (IC e ID). Os resultados deste estudo indicam que
Eugenia uniflora tolera periodos curtos de inundacdo e déficit hidrico, porém eventos
recorrentes, sobretudo de déficit hidrico sdo mais criticos para o crescimento. O estudo dos
efeitos de periodos isolados, recorrentes e alternados de estresse hidrico sobre atributos
morfologicos e fisioldgicos € de extrema importancia para projetos de ecologia e conservagao,
sobretudo aqueles associados com a recomendacdo de espécies para recuperagdo de florestas
ribeirinhas.

Palavras-chave: area foliar especifica, fotossintese, seca, inundagdo, florestas ribeirinhas.



Cross tolerance to water stress cycles in young plants of Eugenia uniflora L.
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Abstract: In nature, periods of abiotic and biotic stresses can occur successive times
throughout the plant life cycle. Eugenia uniflora is a tree species with wide occurrence in
different forest formations and characteristic of frequently flooded areas. In subtropical
riparian forests, frequent and alternating periods of flooding and drought occur throughout the
year, making it an ideal scenario for the study of cross tolerance. The present study aimed to
investigate the effects of repeated and alternating water stress events on the morphological
and physiological attributes of E. uniflora. In an experiment with two water stress events, we
first subjected plants to water treatments: control (C), deficit (D) and flood (F) and then, in the
late event, the responses of these plants to a repeated stress event (DD and II) and alternating
(DC, DI, IC and ID) were compared to the initial event. Both events last 12 days. After the
initial event, the D plants present a reduction in relative plant water content accompanied by a
reduction in gas exchange associated with stomatal closure and a reduction in carboxylation
efficiency (4/gs). In addition, a greater specific leaf area (SLA) was observed. In the late
event, we observed that plants submitted to water deficit in the initial event (DC and DF)
show a recovery in gas exchange attributes (4, gs and E) and a decrease in SLA. Repeated
cycles of water deficit (DD) were associated with more pronounced effects compared to an
isolated event D and recurrent flooding (II), with a reduction in physiological and
morphological attributes. Repeated flooding cycles (II) were associated with a reduction in
gas exchange compared to isolated and alternating events (IC and ID). The results of this
study indicate that Eugenia uniflora tolerates short periods of flooding and drought, but
recurrent events, especially water deficit, are more critical for growth. The study of the effects
of prolonged, recurrent and alternating periods of water stress on morphological and
physiological attributes is extremely important for ecology and conservation projects,

especially those associated with a recovery recommendation for riparian forest species.

Keywords: specific leaf area, photosynthesis, drought, flooding, riparian forest
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INTRODUCAO GERAL

As plantas vivem em um ambiente dindmico com constantes variagdes nas condig¢des
climéaticas e possuem a capacidade de ajustar sua fisiologia ¢ morfologia, em resposta a essas
variagoes, determinadas pela plasticidade fenotipica (SCHLICHTING 1986; LAMBERS;
OLIVEIRA 2019). A capacidade de responder a ciclos repetidos de estresse ocasionados por
fatores abioticos e bidticos que as tornam mais tolerantes a uma exposi¢ao futura de estresse,
tem sido classificada como o desenvolvimento de uma memoria ao estresse (CONRATH et
al., 2006; BRUCE et al., 2007; TANOU; FOTOPOULOS; MOLASSIOTIS, 2012; CRISP et
al., 2016). O processo de memoria compreende a aprendizagem e o armazenamento das
experiéncias de estresse repetidos, envolvendo um conjunto de respostas classificadas como
amadurecimento, priming, condicionamento ou aclimatacio (BALUgKA; VOLKMANN;
MENZEL, 2005; CRISP et al., 2016).

O conceito de priming refere-se ao desenvolvimento de respostas prévias, apés uma
primeira exposicdo a um evento de estresse, € podem envolver modificagdes epigenéticas
(ROBERTSON & WOLF, 2012; BRUCE et al., 2007; FLETA-SORIANO & MUNNE-
BOSH, 2016), ajustes bioquimicos, fisiologicos e morfologicos (BRUCE et al., 2007;
WALTER et al., 2013). Essas respostas permitem que as plantas tenham uma maior
capacidade para se aclimatar e tolerar periodos de estresse futuros ao longo do seu ciclo de
vida (BRUCE et al., 2007).

Ao longo do ciclo de vida, as plantas podem ser expostas a um mesmo fator de
estresse ou a um fator diferente e, neste caso, as respostas de tolerancia sao classificadas como
tolerancia cruzada (FLETA-SORIANO & MUNNE-BOSH, 2016). A tolerincia cruzada
refere-se a adaptacdo que as plantas possuem quando expostas a algum fator de estresse
inicial, resultando na tolerancia a uma condicdo de estresse posterior e diferente (GENOUD;
METRAUX, 1999; PASTORI; FOYER, 2002). Deste modo, os mecanismos que as plantas
respondem ao estresse anterior, permitem a tolerdncia cruzada a outro fator de estresse
(WITZANY, 2006), aumentando sua capacidade e experiéncia a estes ciclos repetidos ou
diferentes (TREWAVAS, 2009).

As respostas ao estresse sao definidas por: 1) fase inicial de alarme (planta ativa
mecanismos e processos associados ao crescimento diminuem); ii) fase de resisténcia (planta

modula a estrutura e funcgdo para reparar-se) e iii) fase de persisténcia (quando o estresse for
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muito forte, a planta morre; e se o estresse diminuir, a planta recupera-se atingindo o 6timo
estado fisioldgico) (FLETA-SORIANO & MUNNE-BOSH, 2016).

Estudos evidenciam a capacidade que as plantas apresentam em modificar sua
fisiologia e metabolismo em resposta as experiéncias anteriores (GOH; NAM; PARK, 2003;
BRUCE et al., 2007; WALTER, et al., 2013; WANG et al., 2016; VALLIERE et al., 2019).
Plantas de cana-de-agticar submetidas a trés ciclos repetidos de déficit hidrico apresentaram
alteragdes fisiologicas, com aumento da condutincia estomatica e taxa fotossintética e
morfologicas com um maior acimulo de massa seca de raiz, razao raiz: parte aérea ¢ maior
produgdo de biomassa, evidenciando que a espécie melhorou seu desempenho devido aos
eventos anteriores de estresse por déficit hidrico (MARCOS et al., 2018). Em plantas de
tomate, Yang et al., (2020) verificaram que apos o pré-tratamento por estresse de salinidade
do solo, as plantas apresentaram tolerancia cruzada quando submetidas ao estresse
subsequente por déficit hidrico, obtendo melhor desempenho com aumento da taxa
fotossintética e eficiéncia fotoquimica.

Embora a maioria dos estudos investiguem o efeito de tolerancia cruzada em plantas
cultivadas, varios estudos conduzidos com espécies arboreas buscam avaliar os efeitos de
estresses abiodticos e, principalmente destacar a importancia destes estudos para o
desenvolvimento de projetos de restauracio em ambientes degradados (TANOU;
FOTOPOULOS; MOLASSIOTIS, 2012; WALTER et al., 2011; MARCHIORI et al., 2017;
KATAM et al., 2020; MANTOAN et al., 2020; ALVES et al., 2020). Os efeitos de estresses
abioticos relacionados a plasticidade fenotipica sob a experiéncia precoce de déficit hidrico e
inundacdo em espécies exoticas e nativas foram avaliados por Wang et al., (2016) e os
resultados observados indicaram que a exposicdo precoce altera as respostas das plantas em
condi¢des posteriores, melhorando a tolerdncia sob condigdes de estresse futuros. Desta
forma, o habitat da espécie e o tipo de experiéncia ambiental foram pontos chaves, pois
afetam a capacidade da planta em modular a plasticidade subsequente em resposta a
experiéncia inicial (WANG et al., 2016).

Devido ao crescente impacto das atividades humanas e a preocupagdo com a perda de
biodiversidade e degradacdo de habitats, Valliere et al., (2019) verificaram que o pré-
condicionamento de plantas perenes nativas a exposi¢ao ao déficit hidrico melhoram o
desenvolvimento e a tolerancia das plantas submetidas a este tipo de estresse, podendo obter
um melhor desempenho em projetos de restauragdo. J4 Alves et al., (2020) observaram em

plantulas de Dipteryx alata, uma espécie nativa do Cerrado, que a exposi¢cdo a ciclos
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recorrentes de déficit hidrico resulta em menor sensibilidade, o que sugere a existéncia de um
mecanismo de memoria a seca. Mais ainda, a existéncia de uma memoria ao estresse €
destacada por Alves et al. (2020) como um préximo passo em estudos de ecofisiologia e
conservacao.

Em ambientes como as florestas ribeirinhas, podemos encontrar oscilagdes sazonais
entre periodos de inundagdes (SILVA et al., 2012; WITTMANN et al., 2017) e déficit hidrico
(HEGERL; HANLON; BEIERKUHNLEIN, 2011; WITTMANN et al., 2017). Nestes
ambientes, alteracdes na topografia, relevo e solo, possuem fortes efeitos na composigao,
distribuicdo das espécies e estrutura das comunidades vegetais (OLIVEIRA-FILHO et al.,
1994; BUDKE; JARENKOW; OLIVEIRA-FILHO, 2007). Em florestas subtropicais, Budke,
Jarenkow & Oliveira-Filho (2008) verificaram a ocorréncia diferencial de espécies de acordo
com a topografia, em relacdo a margem do rio. Além disso, a estruturagdo em mosaico
topografico foi capaz de separar ambientes secos de inundados em pequenas escalas espaciais
(JUNK; BAYLEY; SPARKS, 1989).

As florestas ribeirinhas subtropicais configuram-se como um excelente cenario para
investigar as respostas das espécies as oscilacdes dos periodos chuvosos e secos, sendo de
extrema importancia para projetos que visam recuperar estes ambientes, através da inser¢ao
de espécies potenciais. Nesse sentido, uma espécie chave para o estudo de tolerancia cruzada
¢ Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), com ocorréncia em fitofisionomias de restingas, floresta
ombrofila mista, florestas ribeirinhas subtropicais em dareas frequentemente inundaveis
(BUDKE et al., 2010) e em locais de baixa e média elevagdo (BUDKE; JARENKOW;
OLIVEIRA-FILHO, 2008).

Desta forma, o objetivo do nosso trabalho foi investigar as respostas morfologicas e
fisioldgicas em plantas jovens de Eugenia uniflora submetidas a condi¢des de estresse hidrico
por eventos repetidos e alternados de déficit hidrico e inundag@o. As hipoteses testadas neste
estudo sdo: 1) a tolerancia ao estresse hidrico durante o ciclo inicial de inundagdo (I) e déficit
hidrico (D) envolvera mecanismos de regulacdo das trocas gasosas, com estratégias similares
nas plantas submetidas a [ e D; ii) o evento inicial de estresse por inundag¢do ira conferir maior
tolerancia para o segundo evento de estresse por déficit hidrico comparado a condigdo
contraria (déficit hidrico seguido de inundacao) e (iii) a condigdo ambiental mais severa com
redugdo do crescimento e regulacdo das trocas gasosas sera observada nas plantas submetidas

a dois ciclos repetidos de déficit hidrico.
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Os resultados deste estudo permitem avaliar se as estratégias utilizadas por E. uniflora
apods os eventos iniciais de estresse hidrico podem conferir maior tolerancia a um segundo
evento de estresse hidrico, que pode ser o mesmo ou diferente. A compreensao das respostas
morfofisiologicas sera fundamental para avaliar os mecanismos de tolerancia cruzada ao
estresse hidrico em E. uniflora.

Esta dissertacdo contempla um capitulo, apresentado em formato de manuscrito
cientifico, que sera submetido ao periddico New Phytologist intitulado: Functional attributes
to isolated, recurrent and alternating drought and flooding cycles in young Eugenia uniflora

L. plants.
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Abstract

Subtropical riverine forests are characterized by short and frequent flood cycles, often
alternating with periods of water deficit. These recurrent and alternating water stress events
have become more frequent with climate change. In these forests, Eugenia uniflora occurs in
areas that are often flooded.

We investigate the effects of isolated, alternate and repeated cycles of drought and flooding on
the morphological and physiological attributes of young E. uniflora plants.

The plants were subjected to two subsequent water stress events, early and late events for 12
days. The water treatments were control (C), deficit (D) and flooding (F) in initial event. In
the late event, the plants were subjected to alternate water treatments (DC, DF, FC and FD)
and repeated treatments (DD and FF). A set of morphological and physiological attributes
were evaluated in both events.

The initial event was more severe for plants under D with reduction of gas exchange (A, gs
and E) due to stomatal and non-stomatal limitations and an increase in specific leaf area
(SLA). In the late event, the effects of recurrent cycles were more pronounced than alternate
cycles. Plants exposed to water deficit in the initial cycle recover gas exchange attributes when
they return to control conditions (DC) and/or are subjected to flooding (DF). SLA presents
reduction in DC and DF.

The effects of repeated cycles were more accentuated for plants in DD with a marked
reduction in gas exchange, SLA and lower stem and root diameter compared to isolated stress
(D). Repeated flooding cycles (FF) lead to reduced gas exchange compared to the isolated (F)
and alternating events (FC and FD).

Eugenia uniflora is tolerant to periods of drought and flooding, especially to isolated events.
Alternating drought/flood cycles resemble the most frequent environmental condition in
riparian forests and the responses observed in morphological and physiological attributes seem
to confirm cross tolerance to water stress.

Understanding the morphological and physiological responses to recurrent and alternating
events is critical in ecology and conservation studies. The ecophysiological attributes provide
important information about a riparian forest structure and help in decision making in
recovery projects for these environments.

Keywords: climate change, abiotic factors, cross-tolerance, ecophysiology, SLA.
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1. Introducio

As florestas ribeirinhas abrangem um ambiente diverso e dinamico devido a sua
transi¢do entre os ecossistemas terrestres € aquaticos (Naiman; Décamps; Pollock, 1993). A
diversidade vegetal nestes ambientes ¢ associada pela composi¢do das plantas em escala
regional e influenciada por gradientes climaticos, incluindo a sazonalidade hidrica e térmica,
caracteristicas de regides com florestas inundéaveis, como AmazoOnia, Mata Atlantica e
Pantanal (Wittmann et al., 2017). Nas florestas ribeirinhas, a frequéncia e o regime de
periodos de inundagdes e de secas geralmente apresentam um padrao sazonal com variagao de
dias a semanas ao longo do ano (Junk, et al., 2005; Damasceno-Junior et al., 2005; Budke et
al., 2008; Silva et al., 2012). A sazonalidade hidrica regula a distribuicdo e diversidade
vegetal (Junk, et al., 1989), com diferencas na ocorréncia das espécies entre areas nao
inundéveis comparadas as areas de inundagdo sazonal e continua (Diaz; Cabido et al. 1996;
Nunes Da Cunha; Junk 1999; 2001).

A comunidade vegetal inserida em um ecossistema estd sujeita a uma grande variacao
nas condi¢cdes ambientais (Wang et al., 2016) e as plantas possuem habilidade de aclimatagado
que determina a sua capacidade em responder as variagcdes nas condigdes ambientais
(Valladares et al., 2007; Fleta-Soriano; Munné-Bosch, 2016). Estresses abioticos, como
déficit hidrico e inundacdo podem se tornar mais frequentes devido ao aumento da
variabilidade ambiental perante as constantes mudancas climaticas (Hegerl et al., 2011;
Valliere et al., 2019) e impactar na estrutura e funcionamento das comunidades vegetais.

Os periodos de inundagao acarretam a redugdo da disponibilidade de oxigénio no solo
saturado de agua e as plantas podem apresentar, nessas condigdes um aumento da taxa de
abscisdo foliar, rdpido aumento no crescimento caulinar, alteragdes na alocacdo de biomassa,
desenvolvimento de lenticelas e aerénquima, como também redugdo da fotossintese atribuido
as limitagdes estomaticas (Coutts; Philipson 1978; Kozlowski 1984; Herrera et al. 2008;
Mielke; Schaffer 2009; Parolin, 2009). Ja as respostas ocasionadas pelo déficit hidrico
envolvem modificagcdes no crescimento, sobretudo no comprimento e didmetro da raiz, na
alocagdo de biomassa, com aumento da alocacdo entre raiz e parte aérea, devido ao menor
investimento no crescimento da parte aérea, fechamento estomatico e redugao na fotossintese
causada por limitagdes estomaticas e nao-estomaticas (Parolin, 2001; Luo, 2010; Mei et al.,

2013; Marcos et al., 2018).
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Durante as diferentes fases do ciclo de vida, as plantas sdo submetidas a condi¢des de
estresses hidrico, como periodos alternados de déficit hidrico e inundagdes (Parolin et al.,
2010) e, possuem habilidade para lidar com essa variacdo na disponibilidade hidrica,
mediante o desenvolvimento de respostas rapidas (Lande, 2009). Os efeitos de estresse
hidrico sobre as plantas variam conforme a intensidade de duragdo do estresse e de sua
genética, produzindo mudancas morfofisioldgicas nas espécies vegetais (Bailey-Serres et al.,
2008). A frequéncia irregular de periodos de déficit hidrico e inundagao podem prejudicar o
desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas, resultando em efeitos diferenciados nas
respostas a situagdes subsequentes de estresse hidricos (Miao; Zou; Breshears, 2009). Assim,
as espécies vegetais podem apresentar mecanismos semelhantes de tolerdncia a essas
condigdes, com espécies tolerantes ao déficit hidrico apresentando tolerancia a inundagao
(Gomes; Kozlowski, 1980) e, consequentemente, espécies tolerantes a inundacdo podem ser
tolerantes ao déficit hidrico (Fukao et al., 2011).

As condigdes de déficit hidrico e inundagdo divergem no contexto ambiental, porém as
respostas morfologicas e fisiologicas apresentadas pelas plantas podem ser semelhantes,
indicando que a exposi¢do perante uma situagdo de estresse pode preparar a planta para
exposicao a uma condi¢do diferente (Wang et al., 2016). Além disso, a exposicao inicial de
plantas perenes nativas ao déficit hidrico melhora o desenvolvimento e a tolerancia das
plantas submetidas a este tipo de estresse futuro (Valliere et al., 2019), enfatizando o efeito do
pré-condicionamento.

O clima subtropical ¢ caracterizado pela ocorréncia de precipitacdes distribuidas ao
longo do ano, com oscilagcdes de periodos curtos de déficit hidrico e inundagdao (Hegerl;
Hanlon; Beierkuhnlein, 2011; Silva et al., 2012; Wittmann et al., 2017), caracteristicos de
florestas ribeirinhas subtropicais (Budke et al, 2007; Silva et al., 2012). Nestes ambientes, a
espécie Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) apresenta ocorréncia em areas frequentemente
inundaveis (Budke et al., 2010). E. uniflora ¢ uma espécie arborea, nativa do Brasil e sua
ocorréncia ¢ observada em diferentes formacdes vegetais da Mata Atlantica, incluindo
restingas, floresta ombrofila mista, e em areas de baixa e média elevacdo em florestas
ribeirinhas subtropicais (Longhi, 1995; Budke et al., 2007, 2008).

Virios estudos tém investigado as respostas de E. uniflora sob condi¢des de estresse
por déficit hidrico e inundacao (Nogueira et al., 2000; Anton et al., 2020; Mielke; Schaffer,
2010a; 2010b; 2011; Delevatti; Sausen, 2018; Artusi et al., 2020). Plantas de Eugenia uniflora

apresentam tolerancia ao déficit hidrico com um efetivo controle estomatico e aumento dos
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niveis de prolina (Nogueira et al., 2000; Anton et al., 2020). A tolerancia ao estresse por
inundagdo parcial e total a periodos de curto a médio prazo (10 e 15 dias) foi observada em
plantas de FEugenia uniflora, com respostas cldssicas como abscisdo foliar e reducao no
crescimento e acumulo de massa seca da raiz (Artusi et al., 2020).

Com base na ocorréncia da espécie em areas frequentemente inundadas de florestas
ribeirinhas subtropicais e pela presenga de periodos frequentes e alternados de déficit hidrico
e inundagdo caracteristicos dessas formacdes florestais, o objetivo do nosso trabalho foi
simular essas condi¢des ambientais, a fim de investigar as respostas morfologicas e
fisiologicas em plantas de Eugenia uniflora submetidas a eventos repetidos de déficit hidrico
e inundacgdo. As nossas hipoteses sdo: 1) a tolerancia ao estresse hidrico durante o ciclo inicial
de inundacao (I) e déficit hidrico (D) envolverd mecanismos de regulacdo das trocas gasosas,
com estratégias similares nas plantas submetidas a [ e D; ii) o evento inicial de estresse por
inundagdo ird conferir maior tolerancia para o segundo evento de estresse por déficit hidrico
comparado a condi¢do contraria (déficit hidrico seguido de inundacdo) e (iii) a condi¢do
ambiental mais severa com reducdo do crescimento e regulagdo das trocas gasosas serd

observada nas plantas submetidas a dois ciclos repetidos de déficit hidrico.

2. Material e Métodos

2.1 Espécie de estudo e preparagdo do Experimento

O experimento foi realizado entre janeiro e fevereiro de 2020, no Laboratorio de
Ecologia e Sistematica vegetal — ECOSSIS, localizado na Universidade Regional Integrada do
Alto Uruguai e das Missdes — Campus de Erechim. As plantulas de Eugenia uniflora foram
adquiridas de viveiro comercial com dois meses de idade, e ap6s aclimatag¢do durante 3 meses
as condicdes ambientais do laboratério foram transferidas para tubetes de 175 cm?,
preenchidos com substrato comercial e vermiculita (3:1). Durante todo periodo, as plantas
foram irrigadas a cada dois dias e mantidas em 85% da capacidade de vaso. Durante o
periodo experimental as plantas foram mantidas sob temperatura média de 25.58 £ 2.42 °C e

umidade relativa do ar de 63.85 £ 8.69%.
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2.2 Delineamento Experimental

O experimento consistiu em dois eventos de estresse hidrico, denominados de evento
inicial e tardio, conforme metodologia proposta por Wang et al. (2016). Para cada um dos
eventos, as plantas foram submetidas a trés tratamentos hidricos: controle (C), inundagao (I) e
déficit (D). Para os eventos de estresse (inicial e tardio), as plantas de cada tratamento hidrico
foram mantidas pelo periodo de 12 dias, conforme o regime de inundagdes em clima
subtropical (Budke et al., 2008; Samojeden et al., 2018). Ao término de cada um dos eventos
de estresse (inicial e tardio), foram retiradas 10 plantas de cada tratamento para determinagao
dos atributos morfoldgicos e fisiologicos (repeticdes biologicas). Para o experimento foram
utilizadas o total de 130 plantas.

Para o evento inicial de estresse foram utilizados 40 individuos para cada tratamento
hidrico: controle (C), déficit (D), inundacdao (I) (Figura 1). As plantas permaneceram no
evento inicial por 12 dias e, apds o término do evento inicial, foram avaliados 10 individuos
de cada um dos tratamentos hidricos (C, D e I). Foram distribuidos os 30 individuos restantes
de cada tratamento hidrico do evento inicial (C, D e I) para o evento tardio de estresse que
compreende os tratamentos hidricos: controle-controle (CC), controle-déficit (CD) e controle-
inundacao (CI); déficit-déficit (DD), déficit-controle (DC) e déficit-inundacao (DI);
inundacao-inundagao (II), inundacao-controle (IC) e inundacao-déficit (ID). Cada tratamento
consiste de 10 individuos (unidade experimental). As plantas permaneceram por mais 12 dias
no evento tardio e ao término deste periodo foram realizadas as avaliagdes dos atributos

morfologicos e fisioldgicas.

Figura 1 - Delineamento experimental para plantas de Fugenia uniflora L. expostas aos tratamentos hidricos no
evento inicial de estresse: controle (C), inundacdo (I) e déficit (D) sobre eventos subsequentes de estresse,
inundag@o e déficit tardios. Controle-controle (CC), controle-déficit (CD) e controle-inundagdo (CI); déficit-
déficit (DD), déficit-controle (DC) e déficit-inundagao (DI); inundagio-inundagao (II), inundagdo-controle (IC) e
inundagao-déficit (ID). Para cada tratamento hidrico no evento inicial e tardio de estresse foram avaliadas 10
plantas.

21
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2.3 Tratamentos hidricos

Para simular o tratamento de inundagdo foram utilizadas caixas de polietileno com
volume de 35 litros, sendo que o nivel da inundacdo permaneceu acima da superficie do solo
(até o colo da raiz da planta). Para os tratamentos de inundagdo foi utilizada agua da chuva,
sendo a mesma coletada a partir do més de julho e armazenada em um tambor de 100 L. A
concentracdo média de oxigénio dissolvido (OD) na 4gua foi de 3.15 £ 0.12 mg L', avaliada
ao longo do experimento utilizando um medidor multiatributos portatil (Horiba@R U-50
mult-analyser).

Para o tratamento de déficit hidrico foi suspensa a irrigagdo durante os 24 dias do
experimento, sendo 12 dias para cada evento (inicial e tardio). A disponibilidade de 4gua nos
tratamentos controle e déficit foi monitorada a cada dois dias ao longo de todo periodo

experimental por meio da pesagem dos vasos e determinagdo do contetdo gravimétrico de
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dgua no solo. Para o tratamento controle, as plantas foram mantidas irrigadas em dias

alternados e mantidas em 79% da capacidade de vaso (119.20 + 7.58 g g'1).

2.4 Atributos funcionais

As avaliagdes dos atributos morfologicos e fisioldgicos foram realizadas apds a
aclimatagdo das plantas (tempo zero) e apds cada um dos dois eventos de tratamentos hidricos

(evento inicial e evento tardio).

2.4.1 Atributos morfologicos

A altura da parte aérea (H, cm) foi avaliada do colo até o meristema apical caulinar € o
comprimento da raiz (CR, cm), da regido do colo até o meristema apical radicular utilizando
régua graduada (mm). O diametro da parte aérea (DPA, mm), foi mensurado a dois
centimetros acima do colo da raiz e o didmetro da raiz (DR, mm) a dois centimetros abaixo do
colo da raiz com um paquimetro digital. O nimero de folhas (NF) foi avaliado por contagem.
Apos as medigdes, as folhas, caules e raizes foram separadas e pesadas para determinagdo da
massa fresca (MF) e, posteriormente secas individualmente em estufa com circulacdo de ar a
60 °C para obtencao da massa seca das folhas (MSF, g), massa seca do caule (MSC, g) massa
seca da parte aérea (MSPA= MSC+MSF, g), massa seca da raiz (MSR, g) e massa seca total
(MST= MSPA+MSR, g). A alocagdo de biomassa foi avaliada pela razdo raiz: parte aérea
(razao R: PA), razdo massa seca parte aérea: massa seca total (MSF: MST, g) e a razdo massa
seca da raiz: massa seca total (MSR: MST, g).

A area foliar (AF, cm?) foi avaliada utilizando a folha mediana completamente
expandida de cada planta (mesma utilizada nas medi¢des de trocas gasosas), com obtencdo de
uma imagem digital das folhas com a ferramenta ImagelJ 1.6 (Ferreira; Rasband, 2012). Para a
determinagio da area foliar especifica (AFE, cm? /g 1), foi calculada a razdo entre a area
foliar e a massa foliar (AFE = AF:MSF). O contetido relativo de dgua na planta (CRA) foi
calculado, considerando CRA= (MST - MST) *100/MFT.
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2.4.2 Atributos fisiologicos

As avaliagdes de trocas gasosas foram realizadas na folha madura completamente
expandida utilizando um analisador de gases infravermelho (IRGA), marca ADC, modelo
LCA PRO (Analytical Development Co, Ltd, Hoddesdon, UK). O fluxo de f6tons

-l ¢ a umidade relativa mantida entre 50 e

fotossinteticamente ativo foi de 1500 umol m™? s
60%. A concentragdo de CO> dentro da cdmara de medi¢dao foi fixada em 400 ppm. As
medicoes foram realizadas no periodo das 8 horas as 10 horas da manha. A partir da taxa de
assimilagio de CO: (4, pmol m?s!), condutincia estomatica (gs, mol m?s!), taxa de
transpiragdo (E, mol m™2s) e a concentragdo intracelular de CO, (Ci, umol mol') foram
calculadas a eficiéncia de carboxilagcdo (4/Ci) pela razdo entre a taxa fotossintética (4) e a

concentragdo intracelular de CO. (Ci), a eficiéncia no uso de agua (4/E) e a eficiéncia

intrinseca do uso de agua (A/gs).

2.5 Analise dos dados

As diferengas entre os tratamentos hidricos (controle - C, déficit - D e inundagao - I)
no evento inicial para os atributos morfoldgicos e fisiologicos foram analisadas por meio de
Andlises de Variancia — One way, comparando cada atributo morfolégico e fisioldgico entre
os tratamentos hidricos do evento inicial (C, D e I), seguida de Teste Tukey.

Os efeitos dos eventos iniciais de D e I na tolerancia cruzada (DI, DC, ID, IC) e os
efeitos dos ciclos repetidos no evento tardio (DD e II) foram avaliados por meio de Analises
de Variancia — One way, comparando cada atributo morfologico e fisioldgico entre os
tratamentos hidricos do evento tardio com o evento inicial, considerando o seguinte conjunto
de tratamentos: D, DC, DI e DD e I, IC, ID e II, seguida de teste Tukey. Realizamos a analise
de Kruskal Wallis para os atributos (comprimento da raiz, PWC e razdo folha:total) que nao
apresentaram distribui¢do normal dos dados e, para os demais parametros foi utilizado
Andlises de Variancia — One way.

Para verificar se ocorre segregacao entre os tratamentos hidricos dos eventos iniciais e
tardios e avaliar os atributos morfologicos e fisioldgicos foram realizadas andlises de
componentes principais (PCA) considerando o conjunto de atributos avaliados e separadas
para os atributos morfologicos e os fisiologicos. Todas as analises foram realizadas no

ambiente estatistico R (R Core Team, 2020).
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3. Resultados

ApoOs a exposicao aos eventos inicial e tardio de estresse hidrico (D e I), ndo foi
observada mortalidade das plantas. No evento inicial de déficit hidrico, a suspensao da
irrigacdo acarretou uma redugdo de 37.32 % da capacidade de vaso, enquanto no evento
tardio, as plantas submetidas a dois ciclos repetidos de déficit hidrico apresentaram uma
reducdo de 42.15% da capacidade de vaso.

No evento inicial de inundagdo (I) e déficit hidrico (D), os atributos morfoldgicos que
apresentaram diferengas entre os tratamentos hidricos foram para AFE (F2.27= 7.56; p <0.01) e
CRA (F227=25.97; p <0.001). A AFE foi maior em plantas sob D, enquanto o CRA foi menor
em relagdo aos tratamentos [ e C (Tabela 1). Os demais atributos morfologicos nio diferiram
entre os tratamentos (Tabela 1).

Os atributos fisiologicos que diferiram entre os tratamentos no evento inicial foram 4
(F2.26= 15.27; p <0.001), gs (F226= 11.93; p <0.001), E (F226= 16.61; p <0.001) e 4/Ci (F226=
12.52; p <0.001), com as plantas sob D apresentando menores valores em relagao as plantas
sob I e C (Tabela 1). Os demais atributos fisiolégicos ndo apresentaram diferenga entre os

tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1: Atributos morfoldgicos e fisiolégicos em lantas de Eugenia uniflora submetidas aos
tratamentos de déficit (D), controle (C) e inundago (I) durante o evento inicial. Médias seguidas pelo

desvio padrdo (n= 10). Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0.05).

Tratamentos hidricos

Atributos
C D I p

H (cm) 10.74+3.82 a 11.22+4.22a 9.52+3.07a 0.584
DPA (mm) 1.21+£022a 1.13+0.17 a 1.20+£0.14 a 0.562
CR (cm) 14.68£2.11 a 13.03+0.99 a 13.75+1.12 a 0.062

DR (mm) 141+0.19a 1.37+0.14 a 1.38+0.24 a 0.91
AFE (cm? /g ) 84.94+13.02b 103.21+2033a 79.23+£6.30b <0.01%*
MSR (g) 0.10£0.03a 0.10£0.02a 0.10£0.04 a 0.928
MSPA (g) 027+0.05a 0.26+0.05a 0.28+0.09 a 0.831
MST (g) 037+0.07a 0.36+0.07 a 037+0.11a 0.919
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R: PA (g) 0.39+0.10 a 0.38+0.05a 0.36+0.12a 0.806

F: T 0.51+0.03a 0.49+0.04a 0.52+0.06 a 0.293

R:T 0.27+0.05a 0.28+0.03 a 0.26 £0.06 a 0.703
CRA 69.82+5340b 52.99+7.38a 66.34+2.89b <0.001*
A (umol m2s7) 507+229b 1.16+0.76 a 500+£1.76 b <0.001*
gs (mmol ms7) 0.08+0.03b 0.02+0.01 a 0.11+£0.06b <0.001*

Ci (umol mol™!) 330.17+23.17a  340.17+51.55a 348.52+26.13a 0.515
E (mmol m2s) 1.39+0.44 b 044+0.18a 1.96+0.85b <0.001*
A/Ci 0.02+0.01b 0.00+£0.00 a 0.02+0.01b <0.001*

AIE 3.54+0.67a 246+127a 2.75+090a 0.055

Algs 6581+ 13.16a 61.44+3494a  5535+20.66a 0.628

Altura (H), diametro da parte aérea (DPA), comprimento da raiz (CR), didmetro da raiz (DR), numero
de folhas (NF), area foliar especifica (AFE), massa seca da raiz (MSR), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca total (MST), proporgdo raiz/ parte aérea (R: PA), propor¢éo da massa seca foliar/
massa seca total (F:T), propor¢do da massa seca da raiz/ massa seca total (R:T), conteudo relativo de
agua na planta (CRA), taxa fotossintética (4), condutdncia estomatica (gs), taxa transpiratoria (F),
concentragdo intracelular de CO2 (Ci), eficiéncia de carboxilagdo (4/ Ci), eficiéncia no uso da agua
(A/E) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (4/gs).

3.1 Respostas ao Déficit hidrico

As plantas submetidas ao evento tardio de déficit hidrico (DD) apresentaram menor
diametro do caule (F337= 5.96; p <0.01) e da raiz (F337= 12.99; p <0.001), do CRA (F337=
35.05; p <0.001) e maior AFE (F337= 28.28; p <0.001) comparada as plantas submetidas ao
evento inicial de déficit hidrico (D) (Figuras 3a, b, c e d). As plantas que foram submetidas a
condi¢des controle (DC) no evento tardio, isto ¢, que voltaram a receber a irrigagdo
apresentaram reducao na AFE (F337= 28.28; p <0.01) e aumento nos atributos fisioldgicos, 4
(F3.15= 15.64; p <0.001), gs (F3.15= 7.65; p <0.03), E (F3.15= 6.92; p <0.01) (Figuras 3a, c ¢ g)
e A/Ci (F3.15= 14.79; p <0.001) comparadas as plantas D (Figuras 4a).

As plantas que ap6s evento inicial de déficit hidrico foram expostas a inundacdo no
evento tardio (DI) apresentaram aumento no CRA (Fz37= 35.05; p <0.028) (Tabela 2) ¢ 4
(F3.15= 15.64; p <0.049) (Figura 3a) comparadas as plantas em D.
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Os demais atributos morfoldgicos e fisiologicos ndo apresentaram diferenca entre os

tratamentos que foram submetidos ao déficit hidrico no evento inicial (Tabela 2 e Tabela 3).

Figura 2: Atributos morfologicos em plantas de Eugenia uniflora submetidas aos tratamentos hidricos de déficit
(D) no evento inicial de estresse, déficit-déficit (DD), déficit-controle (DC) e déficit-inundacao (DI) no evento
tardio de estresse. (a) didmetro da parte aérea (DPA), (b) diametro da raiz (DR), (c) contetdo relativo de agua na
planta (CRA) e (d) area foliar especifica (AFE). As barras em linha vertical representam o desvio padrdo. Letras

diferentes indicam diferenga entre os tratamentos.
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Figura 3: Atributos fisiologicos em plantas de Eugenia uniflora submetidas aos eventos iniciais de déficit
hidrico (a, ¢, ¢ g) e de inundagdo (b, d, f e h). (a e b) Taxa fotossintética (4), (¢, d) condutancia estomatica (gs),
(e e f) concentragdo intracelular de CO, (Ci) e (g e h) taxa transpiratoria (£). As barras em linha vertical

representam o desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenga entre os tratamentos.
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Tratamentos hidricos de déficit (D) e inundagdo (I) no evento inicial de estresse; déficit-déficit (DD), déficit-
controle (DC), déficit-inundagdo (DI), inundagdo-inundacdo (II), inundacdo-controle (IC) e inundagao-déficit

(ID) no evento tardio de estresse.

28



Figura 4: Atributos fisiologicos em plantas de Eugenia uniflora submetidas aos eventos iniciais de déficit
hidrico (a, ¢ e ¢) e de inundagédo (b, d ¢ f). (a e b) Eficiéncia de carboxilagdo (4/ Ci), (c e d) eficiéncia intrinseca
do uso da agua (4/gs) e (e e f) eficiéncia no uso da agua (4/E). Letras diferentes indicam diferenca entre os

tratamentos.

@} o

n

LI
oS

Mo ab
0 (D5
E: ]
b0 i
b

fe)

100

(e}

AE
= T X
B

oo oo

29



Tratamentos hidricos de déficit (D) e inundagdo (I) no evento inicial de estresse; déficit-déficit (DD), déficit-
controle (DC), déficit-inundagdo (DI), inundacdo-inundagdo (II), inundagdo-controle (IC) e inundagao-déficit

(ID) no evento tardio de estresse. As barras em linha vertical representam o desvio padrao.

Tabela 2: Resultados da ANOVA one-way para plantas de Eugenia uniflora no
evento tardio apds evento inicial de déficit hidrico. Tratamentos compreendem déficit
hidrico (D) no evento inicial; déficit-déficit (DD), déficit-controle (DC) e déficit-
inundagdo (DI) durante o evento tardio, (p < 0.05).

p value

Parametros D x DD D xDC D x DI
H (cm) 0.905 0.959 0.687
DPA (mm) <0.01%* 0.794 0.999

CR (cm) 1.00 1.00 1.00
DR (mm) <0.001* 0.349 0.858
AFE (cm? /g ) <0.001* <0.01* 0.087
MSR (g) 0.956 0.994 0.984
MSPA (g) 0.168 0.916 0.999
MST (g) 0.244 0.954 0.999
R:PA (g) 0.194 0.854 0.962

F:T 0.450 1.00 1.00

R:T 0.202 0.866 0.903
CRA <0.001* 0.143 0.028*
A (umol ms) 0.274 <0.001* 0.049%*
gs (mmol m?s™") 0.155 0.033%* 0.273
Ci (umol mol™) 0310 0.090 0.470
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E (mmol m?s)

0.221 0.035* 0.323
A/Ci 0.067 <0.01%* 0.084
A/E 0.597 0.205 0.589
Algs 0.057 0.304 0.448

Altura (H) diametro da parte aérea (DPA), comprimento da raiz (CR), didmetro da
raiz (DR), nimero de folhas (NF), area foliar especifica (AFE), massa seca da raiz
(MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca total (MST), proporgdo raiz/
parte aérea (R: PA), proporcdo da massa seca foliar/ massa seca total (F:T),
propor¢ao da massa seca da raiz/ massa seca total (R:T), contetido relativo de agua na
planta (CRA), taxa fotossintética (A4), condutincia estomatica (gs), concentracao
intracelular de CO2 (Ci), taxa transpiratoria (E) e eficiéncia de carboxilagdo (4/ Ci),
eficiéncia no uso da agua (A4/E) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (A4/gs).

Tabela 3: Atributos morfologicos ¢ fisiologicos de plantas de Eugenia uniflora submetidas aos
tratamentos de déficit (D) no evento inicial; déficit-déficit (DD), déficit-controle (DC) e déficit-
inunda¢do (DI) durante o evento tardio. Valores correspondem a médias seguidas pelo desvio padréo

(n=5-10).

Tratamentos hidricos

Atributos
D DD DC DI
H (cm) 11.22+422 10.28 £1.12 10.53 £ 2.89 9.72+£3.31
DPA (mm) 1.13+0.17 0.88+0.10 1.07+0.13 1.14+0.21
CR (cm) 13.03 £0.99 13.26 + 1.04 12.98 £ 0.47 13.39+1.72
DR (mm) 1.37+0.14 0.89+0.22 1.23+0.11 1.31+0.25
NF 13.70 +3.20 9.80+1.99 13.40 £ 5.60 15.45 +£10.02
AFE (ecm? /g ) 103.21+£2033  171.07+51.21 74.58 £10.51 82.27+19.18
MSR (g) 0.10£0.02 0.09 £0.02 0.10£0.03 0.09+0.03
MSPA (g) 0.26 £ 0.05 0.19+£0.06 0.24 £ 0.07 0.28+0.12
MST (g) 0.36 £ 0.07 0.29+0.08 0.34+0.10 0.37+0.14
R:PA (g) 0.38 £ 0.05 0.50+0.10 0.43+0.09 0.39+0.22
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F:T 0.49+0.04 0.44 +0.07 0.48 £ 0.05 0.48+0.14
R:T 0.28+0.03 0.33+0.05 0.30+0.05 0.27 +£0.09
CRA 52.99 +£7.38 25.62+15.34 62.61 +6.81 65.54 +£7.30
A (umol m?2s7) 1.16 £0.76 0.15+0.15 3.77+0.67 2.69+1.32
gs (mmol m2s™) 0.02 +0.01 0.00+0.00 0.04 +£0.01 0.03+0.02

Ci (umol mol ™) 340.17£51.55 403.80 £81.83  260.25 £45.14 288.17 £25.89

E (mmol m?s™) 0.44+0.18 0.03 +£0.04 1.01+0.45 0.81+0.52
A/ICi 0.00 £ 0.00 0.001 £ 0.001 0.01 +£0.003 0.01 +£0.003
A/E 2.46+1.27 1.20 +2.08 433+1.85 3.74+0.97
Algs 61.44 +34.94 0.77+1.34 96.86 + 32.68 94.41 £ 37.57

Altura (H) didmetro da parte aérea (DPA), comprimento da raiz (CR), didmetro da raiz (DR), nimero
de folhas (NF), area foliar especifica (AFE), massa seca da raiz (MSR), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca total (MST), propor¢do raiz/ parte aérea (R: PA), propor¢do da massa seca foliar/
massa seca total (F:T), propor¢do da massa seca da raiz/ massa seca total (R:T), contetido relativo de
agua na planta (CRA), taxa fotossintética (4), condutancia estomatica (gs), concentra¢do intracelular
de CO2 (Ci), taxa transpiratoria (E) e eficiéncia de carboxilacdo (A4/ Ci), eficiéncia no uso da agua
(A/E) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs).

3.2 Respostas associadas a Inundagdo

Os efeitos do evento inicial de inundagdo nas plantas submetidas aos tratamentos
hidricos nos eventos tardios (IC, ID e II) foram observados apenas nos atributos fisiologicos
(Tabela 4). As plantas submetidas ao ciclo repetido de inundagdo (II) apresentaram reducgdo
em A (Fs.10= 3.85; p <0.026), gs (F3.19= 5.47; p <0.01), Ci (F3.19= 8.55; p <0.001), E (F3.10=
5.82; p <0.01) e aumento em A/gs (Fs.10= 5.31; p =0.015) e A/E (Fs.19= 3.33; p =0.029)
(Figuras 3b, d, f, h e 4d e f). A redugdo em A/gs também foi observada entre as plantas em IC
e ID (Fs.19=5.31; p =0.029; F3.19= 5.31; p =0.389) (Figura 4d).

Nos atributos morfologicos ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos (Tabela 4 e

Tabela 5).
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Tabela 4: Resultados da ANOV A one-way para plantas de Fugenia uniflora no ciclo
tardio apos evento inicial de inundagdo. Tratamentos compreendem inundagéo (I) no
evento inicial; inundag@o-inundacdo (II) inundag@o-controle (IC) e inundagao-déficit
(ID) durante o evento tardio (p < 0.05).

pvalue
Parametros Ix1I IxIC [xID
H (cm) 0.993 0.812 0.999
DPA (mm) 0.989 0.635 0.928
CR (cm) 0.945 0.877 0.993
DR (mm) 0.966 0.930 0.983
NF 0.591 0.998 0.842
AFE (cm? /g ™) 0.885 0.240 0.243
MSR (g) 0.900 0.822 0.998
MSPA (g) 0.999 0.999 0.972
MST (g) 0.997 0.991 0.978
R:PA (g) 0.847 0.677 0.998
F:T 0.864 0.999 0.999
R:T 0.839 0.641 0.998
CRA 0.541 0.541 1.00
A (upmol m?s7) 0.026%* 0.984 0.237
gs (mmol ms™) 0.01* 0.255 0.160

Ci (umol mol ) <0.01* 0.072 0.098



E (mmol m?s)

A/Ci

A/E

A/gs

<0.01*

0.029*

0.015*

0.999

0.752

0.643

0.396

0.029*

0.225

0.805

0.527

0.389

Altura (H) didmetro da parte aérea (DPA), comprimento da raiz (CR), didmetro da
raiz (DR), nimero de folhas (NF), area foliar especifica (AFE), massa seca da raiz
(MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca total (MST), proporgéo raiz/
parte aérea (R: PA), propor¢do da massa seca foliar/ massa seca total (F:T),
propor¢do da massa seca da raiz/ massa seca total (R:T), contetido relativo de agua na
planta (PWC), taxa fotossintética (4), condutancia estomatica (gs), concentra¢do
intracelular de CO2 (Ci), taxa transpiratoria (E) e eficiéncia de carboxilagdo (4/ Ci),
eficiéncia no uso da agua (4/E) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs).

Tabela 5:

Atributos morfolégicos e fisioloégicos de plantas de Eugenia uniflora submetidas aos

tratamentos de inundagdo (I) no evento inicial, inundagdo-inundacdo (II), inundag¢do-controle (IC) e

inundagdo-déficit (ID) durante o evento tardio. Valores sdo médias seguidas pelo desvio padrio

(n=10).
Tratamentos hidricos
Atributos
| II IC ID

H (cm) 9.52+£3.07 9.92+3.52 10.85 +3.20 9.33+3.61

DPA (mm) 1.20+0.14 1.18+0.20 1.12£0.15 1.16£0.11
CR (cm) 13.75+£1.12 13.48 £ 1.85 14.24+1.19 13.61+1.49
DR (mm) 1.38+0.24 1.34+0.29 1.32+0.24 1.33+£0.16
NF 16.30 £4.27 14.00 £ 2.83 16.60 £4.35 14.80 = 4.59
AFE (cm? /g ) 79.23 £ 6.30 75.90 £9.51 70.52 +£11.93 70.49 +12.03
MSR (g) 0.10+ 0.04 0.09+0.03 0.08 £ 0.04 0.09 +0.03
MSPA (g) 0.28 £ 0.09 0.28 £0.11 0.28 £0.07 0.25+0.06
MST (g) 0.37+0.11 037+0.13 0.36+0.10 0.35+0.09
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R: PA (g) 0.36£0.12 0.31+0.12 0.30+£0.12 0.37+0.11
F: T 0.52£0.06 0.50 £0.07 0.52 £0.05 0.52+0.06
R: T 0.26 £0.06 0.24 £0.06 0.23 £0.08 0.26 £0.06
CRA 66.34 +2.89 61.60 = 12.67 69.67 + 3.93 65.98 +4.91
A (umol m?2s7) 5.00+1.76 2.76 £ 0.55 4.73 £0.89 3.48+0.72
gs (mmol m2s7) 0.11+£0.06 0.03+0.02 0.05+0.01 0.05+0.02
Ci (umol mol ™) 348.52+26.13 23044 +8248  279.57+16.80 283.79 +£32.47
E (mmol m?s™) 1.96 +0.85 0.70 £ 0.35 1.37+0.31 1.08 £0.41
A/ICi 0.02 +0.01 0.02 + 0.005 0.02 +£0.01 0.01 £0.001
A/E 2.75+0.90 4.54 +1.62 349+043 3.40+0.82
Algs 55.35 +£20.66 99.11 +32.43 98.46 +24.78 78.14 £ 16.34

Altura (H) didmetro da parte aérea (DPA), comprimento da raiz (CR), didmetro da raiz (DR), nimero
de folhas (NF), area foliar especifica (AFE), massa seca da raiz (MSR), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca total (MST), proporg¢ao raiz/ parte aérea (R: PA), propor¢do da massa seca foliar/
massa seca total (F:T), propor¢do da massa seca da raiz/ massa seca total (R:T), contetido relativo de
agua na planta (PWC), taxa fotossintética (4), condutincia estomatica (gs), concentragao intracelular
de CO2 (Ci), taxa transpiratoria (E) e eficiéncia de carboxilagdo (4/ Ci), eficiéncia no uso da agua
(A/E) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs).

3.3 Evento inicial e tardio

A PCA considerando tanto o conjunto de atributos morfologicos e fisiologicos como
separada para cada conjunto de atributos foi capaz de segregar os tratamentos hidricos
destacando a separac¢do dos tratamentos que compreendem o déficit hidrico no evento inicial
(D) ou tardio (DD). O aumento na AFE observado nas plantas que foram submetidas ao
déficit hidrico (D e DD) destaca-se na PCA (Figura 5a e ¢). Na PCA dos atributos fisioldgicos

foi observado o maior valor de explicagdo dos eixos 1 e 2, com 78.7% (Figura 5b).
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Figura 5: Analise de componentes principais para ordenagdo em cada conjunto de atributos morfologicos e
fisiologicos para todos os tratamentos hidricos dos eventos inicial e tardio nas plantas de Eugenia uniflora.

Atributos morfoldgicos (a), fisiologicos (b) e atributos morfoldgicos e fisioldgicos (c).
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4. Discussao

Neste estudo simulamos as condig¢des hidricas que sdo caracteristicas de florestas
ribeirinhas subtropicais, manipulando em condi¢des controladas, periodos curtos (12 dias)
isolados e, posteriormente recorrentes e alternados de inundacao do solo e de déficit hidrico.
Nos ultimos anos esses periodos de seca/alto volume de precipitacdo tém se tornado mais
frequentes, o que pode influenciar tanto na ocorréncia das espécies como em estratégias de
conservagdo e recuperagdo de florestas ribeirinhas. Por este motivo nos utilizamos a espécie
Eugenia uniflora como uma espécie arborea chave para investigar os mecanismos de

tolerancia cruzada ao estresse hidrico.

4.1 Regulagdo estomdtica e aumento da drea foliar especifica durante primeiro evento de

déficit hidrico

Plantas de pitanga expostas ao evento inicial foram tolerantes a periodos curtos (12
dias) de inundagdo e déficit hidrico do solo, mas o conjunto de atributos morfologicos e
fisiologicos avaliados destacaram que os efeitos mais severos foram observados nas plantas
sob déficit hidrico. O periodo de 12 dias de inundacdo nao acarretou diferencas com relagao

as plantas controle. Esses resultados refutam a primeira hipdtese deste estudo, visto que as
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estratégias de tolerancia nas plantas sob inundagdo ndo acarretam alteracdes nos atributos de
trocas gasosas ou alocacdo de crescimento avaliados neste estudo.

Porém, nas plantas submetidas ao déficit hidrico observou-se que os principais efeitos
foram a redugdo da fotossintese associada ao fechamento estomatico em resposta a menor
disponibilidade de dgua e expressa pela redugdo em CRA. Com o fechamento dos estdmatos
observou-se também uma reducdo da taxa de transpiracdo (£), da concentragdo intracelular de
COs (Ci) e, consequentemente, da eficiéncia de carboxilagdo (A4/Ci). As respostas observadas
nas plantas de pitanga sdo consideradas respostas classicas ao déficit hidrico e destacam o
controle estomatico também observado por Nogueira et al. (2000) em cultivares de pitanga.

A regulagdo estomatica em plantas tolerantes a seca melhora a eficiéncia do uso da
dgua, permitindo a manutencdo da fixagdo de CO; durante o periodo de estresse hidrico
(Lawlor; Cornic, 2002). Consequentemente, quando ocorre o fechamento estomatico, a
assimilagdo CO; pela planta ¢ limitada, explicando a reducdo na fotossintese (Chaves, 1991;
Lawlor, 2002).

Apd6s 12 dias de suspensdo da irrigagdo observou-se uma reducdo média de apenas
31 % no CRA, evidenciando o efetivo controle estomatico para evitar excessiva perda de
agua. A redugdo no CRA indica que com a suspensdo da irrigacao € a menor disponibilidade
de agua no solo, o status hidrico das plantas também ¢ reduzido. Respostas relacionadas ao
conteudo relativo de agua, potencial hidrico da folha, resisténcia estomatica, taxa de
transpiragdo e temperatura da folha sdo fatores importantes que influenciam o status hidrico
das plantas (Farooq et al., 2009). O estresse hidrico ocasiona mudancas no potencial de 4gua
na folha e conteudo relativo de agua na planta, devido a uma sinalizacao entre raiz e folha,
mediada pelo acido abscisico (ABA) através do xilema para regulacdo estomatica (Medrano
et al., 2002; Zhang et al., 2006)

Além da reducdo nas trocas gasosas, uma resposta interessante observada neste estudo
foi o aumento na AFE de plantas sob déficit hidrico. Atributos foliares como a area foliar
especifica e massa foliar especifica fornecem importantes informagdes sobre tamanho e
espessura das folhas. Muitos estudos tém encontrado que a espessura foliar pode ser uma
importante caracteristica na eficiéncia de aquisicdo de recursos, na retengdo de agua e
assimilagdo de CO> (Wright et al., 2004; Bhusal et al., 2020; Aspelmeier; Leuschner, 2016).
Folhas mais grossas (menor AFE) foram observadas em plantulas de Prunus sargentii e Larix
kaempferi sob condicdes de déficit hidrico e foram consideradas caracteristicas importantes

para a tolerancia a seca em arvores (Bhusal et al., 2020).
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Todavia, semelhante aos resultados deste estudo, Aspelmeier e Leuschner (2016)
também observaram uma maior AFE em diferentes genétipos sob condi¢des de déficit
hidrico. Folhas de maior tamanho (maior AFE) requerem menor investimento de carbono para
manutengdo, o que poderia justificar a menor alocagdo de carbono para folhas sob condi¢des
de déficit hidrico (Wang; Leuning, 1998; Palmroth et al., 1999). Assim, a maior AFE
observada pode compensar a reducdo observada na taxa fotossintética. O aumento da AFE em
decorréncia de altas temperaturas e sob déficit hidrico também pode estar associado com uma

estratégia da planta, obtendo folhas mais finas para dissipar o calor (Craufurd et al., 1999).

4.2 Tolerancia cruzada

A segunda hipotese de estudo € que as experiéncias iniciais de estresse hidrico (D e I)
irdo conferir tolerancia a estresses futuros, sobretudo na condi¢do de inundagao seguida pelo
déficit hidrico (ID). De fato, a experiéncia hidrica inicial parece influenciar as respostas ao
evento futuro, semelhante ao observado por Valliere et al. (2019). Nas plantas submetidas a
um periodo anterior de inunda¢do, a condicao futura de déficit hidrico ndo acarreta a reducao
das trocas gasosas, como observado nas plantas submetidas a um evento inicial de déficit
hidrico e associado com limitagcdes estomaticas e ndo-estomaticas. Cabe destacar que ndo
foram observadas diferencas nos atributos morfoldgicos e fisioldgicos no evento inicial entre
C e L. Porém, plantas em D apresentaram respostas tipicas ao déficit hidrico (menor 4, gs, Cie
E).

Em um trabalho conduzido com feijao, considerada uma espécie sensivel a inundagao,
Posso et al. (2020) observou que um periodo rapido de 1 dia de inundagdo acarreta a redugao
da fotossintese e prejudica a recuperacdo do processo fotossintético das plantas apos a
drenagem de agua do solo. No nosso estudo ndo foi observada a redugdo da taxa de
assimilagdo de CO; apds 12 dias do evento inicial de inundagdo, mas nds observamos que
apos 12 dias de drenagem de agua no solo (IC e ID), a taxa de assimilagdo do CO: e de
transpiragdo apresentaram menores valores associadas com menor abertura estomatica, apesar
da auséncia de diferenga significativa. Essa resposta indica que o evento inicial de inundagao
prepara para o periodo de menor disponibilidade de 4gua, mas as plantas ndo apresentam a
mesma taxa fotossintética observada nos eventos iniciais de C e I. E importante destacar que

os eventos tardios de controle e déficit hidrico (IC e ID, respectivamente) parecem se
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assemelhar nas condi¢des experimentadas pelas plantas, visto que envolvem a drenagem do
excesso de agua e reoxigenacao do solo.

As respostas das plantas ao evento pos-inundag¢dao, como oxigenagdo e secagem do
solo podem desempenhar um papel importante para determinar quais espécies sao mais
competitivas em ambientes sazonalmente alagados (Crawford; Braendle, 1996). A tnica
diferenca durante o periodo pos-inundag@o foi uma maior eficiéncia intrinseca no uso da agua
expressa pelo atributo A4/gs, nas plantas em IC.

Nas plantas submetidas ao déficit hidrico no evento inicial que foi marcado por um
efetivo controle estomatico reduzindo as trocas gasosas, no evento tardio com o
restabelecimento da irrigagdo (DC e DI) observou-se o aumento das trocas gasosas (4 ¢ E)
associados com o aumento da condutancia estomatica (gs). Nossos resultados indicam que as
limitagdes estomaticas e ndo-estomaticas responsaveis pela redugdo em A4 no evento inicial,
destacados pela redugdo em gs e A/Ci respectivamente, ndo foram criticas para a capacidade
de recuperagdo da fotossintese com o restabelecimento da irrigacdo. Adicionalmente, os
valores observados em DC e DI sdo semelhantes as plantas em C e I do evento inicial, o que
sugere a recuperac¢ao das trocas gasosas.

Um resultado interessante observado tanto nas plantas DI como nas plantas em DC foi
a acentuada reducdo na AFE, com valores semelhantes aos demais tratamentos (C e I). A
diminui¢do da AFE esté relacionada a saida do déficit hidrico, para os tratamentos DC e DI.
Estes novos estados hidricos da planta, fazem com que ela ndo precise investir em area foliar
para dissipar calor, mas sim, investir em folhas mais grossas, que envolvem um maior custo e
alocacao de carbono para parte aérea (Liu; Stiitzel, 2004).

Os resultados observados nos tratamentos de ciclos alternados indicam a tolerincia
cruzada ao estresse hidrico. Em condi¢des naturais de florestas ribeirinhas subtropicais, as
caracteristicas do clima subtropical sdo marcadas pela presenca de chuvas bem distribuidas ao
longo de todo ano. Dessa forma nods acreditamos que os tratamentos ID, IC, DI e DC se
assemelham as condi¢des que as plantas sdao frequentemente expostas. A andlise do conjunto
de atributos fisiologicos avaliados neste estudo permite afirmar que E. uniflora rapidamente
recupera a taxa de assimilagdo de carbono apds um periodo de restri¢do hidrica e,
adicionalmente, quando periodos secos ocorrem apds um periodo de chuvas mais intensas, a

fotossintese nao € reduzida.

4.3 Ciclos repetidos e estratégias diferentes
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Em florestas ribeirinhas as plantas sdo submetidas a periodos frequentes de inundacao
que podem variar de 5 a 15 dias em clima subtropical (Budke et al., 2008). Por este motivo
nossa terceira hipotese de estudo ¢ que ciclos repetidos de déficit hidrico serdo mais severos
comparados a ciclos repetidos de inundagdo, visto que as espécies parecem mais adaptadas a
frequéncia de inundagdes do que de secas.

De fato, os dois eventos repetidos de déficit (DD) parecem mais criticos, pois além da
redugdo acentuada nos atributos de trocas gasosas no evento inicial de D, no evento tardio
também se observou novas repostas para os atributos morfolodgicos, com menor crescimento
das plantas sob DD, indicados pelo menor didmetro do caule e da raiz. As plantas sob déficit
hidrico apresentam redu¢des no crescimento e fixagdo de carbono, alterando sua
produtividade, o que pode ser crucial para sua sobrevivéncia (Palliotti et al., 2014). Com a
exposi¢ao prolongada ao déficit hidrico observou-se reducao mais acentuada no CRA e nas
trocas gasosas, que pode ser responsavel pelo menor crescimento, observado no didmetro do
caule e da raiz. Em espécies arboreas, variagdes no didmetro do caule sdo considerados
importantes indicadores da capacidade de estabelecimento das plantas em condi¢des naturais.

Adicionalmente observa-se que as plantas em DD apresentam um continuo aumento
na AFE. Essa resposta parece ser determinante para a tolerdncia da pitanga a periodos
1solados e repetidos de déficit hidrico e foi destacada na PCA. A maior AFE ja foi observada
no ciclo isolado parece indicar uma importante resposta plastica da espécie, ajustando o
tamanho das folhas de acordo com o investimento de carbono, sobretudo em periodos de
menor capacidade de assimilacdao de COs.

Para os eventos repetidos de inundacao (II) observou-se uma redugdo da fotossintese
associada com fechamento dos estdmatos. A exposicao prolongada indica que a limita¢do de
oxigénio no solo (II) é responsavel pela redu¢do na condutividade hidraulica das raizes,
reduzindo o fluxo de dgua da planta, limitando a fotossintese (Pedersen et al., 2020). Todavia,
apesar da reducdao observada nos atributos fisiologicos em II noés nao observamos diferenca
nos atributos morfologicos avaliados neste estudo, o que indica que essa condicdo ambiental

parece ser menos critica que periodos recorrentes de déficit hidrico.
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5. Conclusao Geral

Os resultados observados neste estudo indicam que os eventos recorrentes de estresse
hidrico sdo as condigdes mais criticas, sobretudo nas respostas fisiologicas, para Eugenia
uniflora. Estes resultados s3o particularmente importantes considerando o contexto de
mudancgas climaticas globais que envolvem periodos de restricdo hidrica mais severa e de
eventos frequentes de chuvas mais intensas seguidos por periodos secos de maior duragao. Os
eventos repetidos de déficit hidrico tendem a ser mais criticos para espécie visto que

ocasionaram redu¢do nos atributos de trocas gasosas e de crescimento das plantas.
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8. Consideracoes Finais

As mudancas climaticas sdo responsaveis por grandes impactos na natureza, como a
perda de biodiversidade em habitats naturais ¢ manejados. Desta forma, ¢ primordial a
realizagdo de estudos ecofisioldgicos para avaliar quais espécies podem ser indicadas para
recuperagao de dareas, considerando tanto o aspecto de estrutura e funcionamento da
comunidade florestal como as condi¢des ambientais.

As florestas ribeirinhas, enfrentam niao s6 o impacto das mudangas climaticas, mas
também das ac¢des antrdpicas, o que torna nosso estudo particularmente importante, sobretudo
para recomendagdo de espécies em projetos de restauracdo, com base na compreensdo das
respostas ecofisiologicas a uma combinacao de diferentes condi¢des hidricas.

Dessa forma, este estudo indica a utilizag¢do de E. uniflora em locais com sazonalidade
hidrica marcada. Porém, o conjunto de atributos morfolégicos e fisioldgicos avaliados indica
em condicdes de restrigdo hidrica mais longa, a redugdo da fotossintese e do crescimento
podem ser limitantes para o sucesso no estabelecimento de plantas jovens. Adicionalmente, os
resultados evidenciaram que a experiéncia hidrica inicial prepara as plantas para um evento

futuro, indicando a tolerancia cruzada ao estresse hidrico.
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