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RESUMO

CARVALHO, Pablo Henriqgue Nunes de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2024. Mecanismos hidraulicos na tolerancia ao alagamento em
clones de eucalipto: o papel critico do embolismo na recuperacdo pos-
alagamento. Orientador: Fabio Murilo da Matta. Coorientadores: Samuel Cordeiro
Vitor Martins e Amanda Avila Cardoso.

As mudancas climaticas tém afetado os padrdes de precipitacdo e tornando cada
vez mais comuns eventos de alagamento em areas antes nao alagaveis. Apesar
disso, os conhecimentos sobre os aspectos de tolerancia de arvores ao excesso de
agua no solo ainda sao limitados. Este estudo buscou compreender mecanismos
fisiologicos e bioquimicos envolvidos na tolerancia diferencial de clones de eucalipto
ao alagamento e avaliar como a hidraulica da planta é afetada durante e apds esse
estresse. Foram avaliados dois clones, sensivel e tolerante, submetidos a sete dias
de alagamento e 30 dias de recuperacdo. O excesso de &gua reduziu
significativamente a magnitude das trocas gasosas, comprometendo a fotossintese
por fatores fotoquimicos, bioquimicos e difusionais. As plantas sensiveis ao
alagamento sofreram disfuncao hidraulica severa, com reduc¢des no potencial hidrico
e maior embolismo, dificultando a recuperacdo do transporte de agua. Apdés o
alagamento, o clone tolerante recuperou sua performance fotossintética e a
capacidade de hidratacdo, enquanto o sensivel ndo. A tolerancia diferencial ao
alagamento parece estar mais associada a fase de reoxigenacéo pos-alagamento. O
estudo destacou que as limitagdes bioquimicas, hidraulicas e difusionais sao cruciais
para a resiliéncia ao alagamento e a recuperacdo pos-estresse. O clone tolerante
demonstrou maior resiliéncia fotossintética e recuperacdo hidrica pds-alagamento,
sublinhando a importancia dos mecanismos de adaptacdo fotossintética e da
capacidade hidraulica. A eficacia na manutencao da hidratacdo e no controle de
embolismos mostrou-se essencial para a tolerancia ao alagamento. Estes resultados
podem ser aplicados em estratégias de manejo e melhoramento genético,
apontando para a importancia de investigar mais detalhadamente os mecanismos
antioxidantes e diferentes intensidades de alagamento para melhorar a adaptacéo
ao estresse hidrico.

Palavras-chave: fotossintese, hidraulica, hipoxia, reoxigenacéo, xilema



ABSTRACT

CARVALHO, Pablo Henriqgue Nunes de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
December, 2024. Hydraulic Mechanisms in Flood Tolerance of Eucalyptus Clones:
The Critical Role of Embolism in Post-Flood Recovery. Adviser: Fabio Murilo da
Matta. Co-advisers: Samuel Cordeiro Vitor Martins and Amanda Avila Cardoso.

Climate change has affected precipitation patterns, making flooding events
increasingly common in previously non-flooded areas. Despite this, knowledge about
the tolerance of trees to excess soil water remains elusive. This study aimed to
understand the physiological and biochemical mechanisms involved in the differential
flood tolerance of eucalyptus clones and to assess how the plant's hydraulics are
affected during and after this stress. Two clones, one sensitive and one tolerant,
were subjected to seven days of flooding followed by 30 days of recovery. The
excess water significantly reduced the magnitude of gas exchanges, impairing
photosynthesis due to photochemical, biochemical, and diffusional factors. The
sensitive plants experienced severe hydraulic dysfunctions, with reductions in water
potential and increased embolism, hindering water transport recovery. After flooding,
the tolerant clone recovered its photosynthetic performance and hydration capacity,
while the sensitive one did not. The differential tolerance seems to be more
associated with the post-flood reoxygenation phase. The study highlighted that
biochemical, hydraulic, and diffusional limitations are crucial for resilience to flooding
and post-stress recovery. The tolerant clone demonstrated superior photosynthetic
resilience and post-flood hydraulic recovery, underscoring the importance of
photosynthetic adaptation mechanisms and hydraulic capacity. Maintaining hydration
and controlling embolism proved essential for flood tolerance. These results can be
applied in management and genetic improvement strategies, indicating the
importance of further investigating antioxidant mechanisms and different flooding
intensities to enhance adaptation to water stress.

Keywords: hydraulics, hypoxia, photosynthesis, reoxygenation, xylem.
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1. Introdugéo

O atual panorama climéatico global vem causando alteracdes nos regimes hidricos,
aumentos de temperatura e concentragdes atmosféricas de CO., fatores que, em conjunto, t€ém
afetado os ecossistemas florestais (Bailey-Serres et al., 2012; Kreuzwieser & Rennenberg,
2014; Wingfield et al., 2015; Chappelka & Grulke, 2016). Esses fatores influenciam os eventos
de precipitacédo, ocasionando secas em algumas regides e chuvas excessivas em outras, tornando
mais comuns enchentes e alagamentos que podem levar a submersao parcial ou total das plantas
(Sasidharan et al., 2017; Fukao et al., 2019). Com efeito, em decorréncia das mudancas
climaticas, episodios de alagamentos tém se tornado cada vez mais frequentes (Bailey-Serres
et al., 2012), prejudicando especialmente as arvores ndo adaptadas a esse estresse.

Com mais de 16% das terras cultivadas em todo o mundo afetadas pelo alagamento
(Ploschuk et al., 2018), e uma area superior a 17 milhdes de km? sujeita a inundacdes (Voesenek
& Sasidharan, 2013), torna-se indispensavel compreender os mecanismos pelos quais as plantas
respondem a esse estresse ambiental, a fim de desenvolverem-se estratégias de manejo eficazes
e praticas que possam mitigar os impactos negativos das mudancas climaticas nos ecossistemas
florestais. Isso inclui a identificacdo de gendtipos mais tolerantes ao alagamento, que possam
ser utilizados em programas de melhoramento para aumentar a resiliéncia das florestas e a sua

sustentabilidade em um cenario de clima em transformacdo (Matallana-Ramirez et al., 2021).

O excesso de agua no solo cria um estresse complexo e multidimensional que afeta
negativamente o desenvolvimento das plantas e a sua produtividade (Bailey-Serres & Colmer,
2014; Sasidharan et al., 2017; Fukao et al., 2019). Em condic¢des de alagamento, a &gua ocupa
0s poros de ar do solo, saturando-os e restringindo a disponibilidade de oxigénio para as raizes
(i.e., hipoxia/anoxia) (Olmo-Vega et al., 2017). Como consequéncia, a taxa de difusdo dos gases
é drasticamente reduzida, limitando a absorcdo de oxigénio e acionando o metabolismo
respiratorio fermentativo, que é altamente ineficiente (Geigenberger, 2003; Bailey-Serres &
Colmer 2014; Sasidharan & Voesenek, 2015; Olmo-Vega et al., 2017). Associado ao estresse
causado nas raizes, ocorrem alteragdes fisiologicas na parte aérea das plantas, principalmente
com relacdo ao rapido fechamento estomatico e as reducdes das taxas de assimilagéo liquida de
CO: (A), taxas transpiratorias (E), além de reducdes da eficiéncia fotoquimica do fotossistema
Il (Fv/Fm) e dos potenciais hidricos (Ww) (Sasidharan et al., 2017; Fukao et al., 2019). Essas
alteracdes levam a um comprometimento global da fotossintese, gerando crises energéticas e

hidricas que podem, em ultima instancia, culminar em fome de carbono, impactando o
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crescimento e desenvolvimento das plantas (Bailey-Serres et al., 2012; Kreuzwieser &
Rennenberg, 2014; Tamang & Fukao, 2015). As reducdes na magnitude da transpiracao
reduzem a absorcao e o transporte de dgua e nutrientes do solo. Acredita-se que a reducéo da
condutancia estomatica (gs) esteja ligada a reducdo da condutividade hidraulica da planta
(Kplanta), juntamente com uma menor permeabilidade de membranas mediada por aquaporinas,
0 que pode limitar a absor¢do de &gua e nutrientes, resultando em um déficit hidrico durante e
apos o alagamento (Kreuzwieser & Rennenberg, 2014; Menezes-Silva et al., 2019; Toral-Juarez
et al., 2021). Reducgdes no potencial hidrico do xilema podem resultar na entrada de ar nas
células condutoras (i.e., cavitacdo), levando a expansao de bolhas de ar e bloqueio do transporte
de &gua no xilema (i.e., embolismo). Esse processo foi recentemente demonstrado em uma
planta herbacea por Haverroth et al. (2024), mas ainda ndo ha evidéncias diretas desse

fendmeno ocorrendo em arvores submetidas ao alagamento.

Além dos efeitos durante o alagamento per se, a reoxigenacdo pés-alagamento traz
consigo outros estresses (Tamang & Fukao, 2015). A repentina reexposicdo ao oxigénio
atmosférico pode resultra em dano oxidativo significativo e quedas adicionais na condutividade
hidraulica das plantas, o que pode causar dessecacdo e morte das folhas mesmo com
disponibilidade de agua no solo (Fukao et al., 2011). A reoxigenacdo pds-alagamento
desencadeia 0 aumento da producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Da-Silva & do
Amarante, 2020), o que pode levar a danos celulares e a queda na condutividade hidraulica
(Haverroth et al., 2024). Portanto, a sobrevivéncia das plantas ao alagamento depende,
igualmente, de sua capacidade de limitar ou suportar as alteracdes fisiologicas e hidraulicas que

ocorrem durante e apds o estresse de alagamento (Bailey-Serres et al., 2012).

De modo a amenizar os efeitos da hipoOxia, as plantas podem ativar uma série de
mecanismos morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos. Algumas espécies adaptadas a
ambientes sujeitos ao alagamento desenvolvem raizes adventicias e aerénquima, modificacdes
que permitem a entrada do oxigénio atmosférico pelos poros permeaveis a gases no caule
proximos a origem das raizes adventicias e pelas proprias raizes, que crescem na superficie da
agua em contato com a atmosfera (Olmo-Vega et al., 2017; Yamauchi et al., 2018; Fukao et al.,
2019). Espécies que ndo apresentam essas adaptacGes, por seu turno, podem lancar mao de
processos metabolicos para tolerar o estresse, mantendo o armazenamento de carboidratos e a
producéo de energia para respiracao anaerobica, ativam seu sistema antioxidante para reduzir

os niveis de EROs, além de vias de sinalizacdo mediadas pelo &cido abscisico (ABA) e etileno
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(Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Bailey-Serres & Colmer, 2014; Olmo-Vega et al., 2017,
Medina et al., 2019).

No tocante as florestas plantadas, sua contribuicdo a economia global € significativa.
Somente no Brasil, no ano de 2023, a area total de florestas plantadas atingiu 10,2 milhGes de
hectares, com larga predominancia de eucaliptais (76%) (IBA, 2024). O sucesso da
eucaliptocultura decorre da grande variedade de espécies e hibridos com distintas caracteristicas
que melhor se adaptam as diferentes regies do pais (Gongalves et al., 2013). Contudo, perdas
na producdo tém ocorrido devido a periodos de chuvas mais prolongadas e problemas
temporarios de drenagem do solo (Leite et al., 2014). Apesar da enorme importancia
econdmica, ecoldgica e social dos ecossistemas florestais, 0 conhecimento sobre aspectos de
tolerancia ao alagamento em arvores € muito menos compreendido do que em espécies
herbaceas (Kreuzwieser & Rennenberg, 2014). Em todo o caso, sabe-se que as plantas
conseguem ajustar seu metabolismo e desenvolvimento ao alagamento do solo, mas ainda ha
duvidas sobre como esses ajustes diferem entre gendtipos tolerantes e sensiveis (Harguindeguy
etal., 2017; Medina et al., 2019; Haverroth et al., 2024). No caso dos eucaliptos, a variacdo na
tolerancia ao excesso de dgua entre gendtipos estaria relacionada a mecanismos bioquimicos de
protecdo (e.g. sistemas antioxidantes) mais eficientes e a maior resiliéncia hidraulica? Os danos
na raiz causados pelo alagamento poderiam resultar em um desacoplamento planta-solo,
gerando, portanto, quedas nos potenciais hidricos na parte aérea e embolismo nas folhas e
caules? E quanto a recuperacdo pds-alagamento, o bloqueio do transporte de agua no xilema
poderia limitar a recuperacdo do potencial hidrico, reduzindo a resiliéncia de genotipos mais

sensiveis ao alagamento?

Embora alguns estudos com diferentes espécies de plantas sob alagamento sugiram que
o desacoplamento planta-solo possa resultar em embolismo no xilema de folhas e caules,
afetando a continuidade da coluna de agua e dificultando a recuperagdo das plantas ap6s o
estresse (Mozo et al., 2021; Haverroth et al., 2024), ainda h& poucas informagdes sobre como
esse processo ocorre em eucaliptos. Registre-se que ha uma variacdo interespecifica entre
clones de eucalipto quanto a tolerancia ao excesso de dgua no solo e a deficiéncia de oxigénio
(Cusati et al., 2013; Harguindeguy et al., 2017; Medina et al., 2019). Entretanto, pouco se sabe
sobre as alteracdes fisiologicas e/ou bioquimicas associadas a caracteristicas hidraulicas que
poderiam explicar a tolerancia diferencial de genotipos dentro da mesma espécie ao estresse
por alagamento (Curi, 2000; Kogawara et al., 2006; Harguindeguy et al., 2017; Medina et al.,
2019; El-Yazel et al., 2020). Neste trabalho, buscou-se compreender mecanismos fisioldgicos
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e bioquimicos envolvidos na tolerancia diferencial de clones de eucalipto ao alagamento e
avaliar como a hidraulica da planta é afetada durante e apds o estresse. Além disso, investigou-
se se um possivel desacoplamento planta-solo produziria quedas nos potenciais hidricos na
parte aérea e embolismo nas folhas, o que dificultaria a recuperacdo de plantas de eucalipto

apos o alagamento.

2. Material e Métodos

2.1.  Material vegetal, desenho experimental, e imposicdo do alagamento

Mudas de dois clones de Eucalyptus spp., com tolerancia diferencial ao alagamento,
com base em observac6es de campo, foram produzidas por estaquia, e gentilmente cedidas pela
empresa Celulose Nipo-Brasileira (CENIBRA S.A.): CNB004 (CS, clone sensivel ao
alagamento) e CNBO016 (CT, clone tolerante ao alagamento). Essas mudas, com c. 90 dias de
idade, foram transferidas para vasos de c. 14 L contendo terra, areia e substrato (3:2:1, v:viv) e
mantidas em casa de vegetacdo na Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, (20°45" S, 42°54'
W, 650 m de altitude, Minas Gerais, Brasil), por um periodo de 150 dias, sob irrigacdo diaria
até capacidade de campo e tratos culturais recomendados para a cultura. As condicGes
ambientais durante esse periodo foram radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA) de 1500 pmol

m2 st (medida ao meio-dia), temperatura de 26 + 4°C e umidade relativa de 61 + 13%.

Para a montagem do experimento, plantas dos dois clones foram submetidas a dois
regimes de irrigacdo (i.e. alagado e controle (capacidade de campo)), em um delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 2, totalizando quatro tratamentos, com seis
plantas (n = 6) por tratamento. Para a imposicdo do alagamento, os vasos (com orificios de
drenagem no fundo) com as plantas foram colocados dentro de vasos maiores (c. 21 L) e
completados com &gua até a formacdo de uma lamina d’agua de ¢. 5 cm acima do nivel do solo.
A agua dos vasos perdida por evapotranspiracao foi reposta diariamente de modo a manter a
lamina d’agua sempre c. 5 cm acima do solo. Todas os vasos tiveram sua superficie cobertas
com isopor envolvido em papel aluminio para evitar a proliferacdo de algas e reoxigenacdo do
solo. A concentragdo de oxigénio dissolvido no substrato das plantas sob alagamento foi medida
diariamente com um oximetro portatil (Alfakit AT-160, Florianopolis, SC, Brasil).

O alagamento foi imposto por um periodo de sete dias continuos, acompanhando-se as

trocas gasosas em dias alternados, até observar-se uma reducao de c. 90% de A das plantas do
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clone sensivel alagado em relagdo aos valores das respectivas plantas-controle. Nesse momento,
as plantas tiveram o alagamento suspenso e deu-se inicio as avalia¢fes pos-alagamento, por um

periodo de 30 dias.
2.2. Medidas de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Os parametros de trocas gasosas foram avaliados em dias alternados, ao longo de 38
dias de experimento. Sao apresentados os dados dos dias 1, 3, 5 e 7 de alagamento e dos dias 2,
4,6, 8, 11, 16, 27 e 31 apos a suspensdo do alagamento. As medi¢cdes foram realizadas entre
8:00 e 12:00 h sob condicGes ambiente, utilizando um analisador portatil de trocas gasosas em
sistema aberto (LI-6400XT, LI-COR, Lincoln, EUA) equipado com uma cémara de
fluorescéncia (LI1-6400-40, LI-COR Inc.). Dentre os parametros de trocas gasosas, foram
determinadas: taxa de assimilacdo liquida de CO- (A), condutancia estomaética (gs), taxa de
transpiracéo (E) e concentracéo interna de CO: (C;). Essas medidas foram tomadas em folhas
sob RFA artificial de1000 umol m? s em nivel das folhas, e 400 pmol de CO, mol™. Todas as
medicBes foram realizadas em condi¢cdes ambientes de temperatura (c. 26°C) e déficit de

pressdo de vapor (c. 1,36 kPa).

Os parametros de fluorescéncia da clorofila (Chl) a e respiracdo noturna (Rn) foram
avaliados no ultimo dia de cada fase (alagamento; dia 7 e reoxigenacdo; dia 30), utilizando o
analisador portatil de trocas gasosas supracitado. Para as medi¢des de Rn, as folhas foram
previamente aclimatadas por 30 min no escuro. R, foi entdo usado para estimar a respiracéo
diurna (Rq) seguindo Lloyd et al. (1995), como Rq = (0,5-0,05In(RFA))Rx. Para a determinacdo
de fluorescéncia da Chl a, as folhas também foram previamente aclimatadas por 30 min no
escuro. Inicialmente as folhas foram expostas a um fraco pulso de luz vermelho-distante (0,03
umol m s1), obtendo-se a fluorescéncia inicial (Fo). Em seguida, foi aplicado um pulso de luz
saturante, com irradidncia de 6000 pmol m? s e duragdo de 0,8 s, para a estimativa da
fluorescéncia méxima emitida (Fm) e posterior célculo da eficiéncia fotoquimica maxima do
FSII (Fv/Fm); por seu turno, o rendimento de fluorescéncia em estado estacionario (Fs) foi
medido aplicando-se um pulso de luz branca saturante (8000 pmol m™? s%; 0,8 s) para obter-se
a fluorescéncia maxima do tecido foliar adaptado a luz (Fm’). A luz actinica foi desligada e uma
iluminagdo vermelho-distante aplicada (2 pmol m s) para medir a fluorescéncia inicial do
tecido foliar adaptado a luz (Fo’). A taxa aparente de transporte de elétrons (TTE) foi calculada
como TTE = ®rsii x B x a X RFA, em que a é absorbancia foliar e 3 reflete o particionamento

de elétrons absorvidos entre FSII e FSI.
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Para estimar a velocidade maxima de carboxilagdo (Vcmax) pelo método do nico ponto,
foram utilizados os dados de A, Ci e Rq, obtidos como descrito anteriormente. Em seguida, 0s

calculos do Vemax foram feitos de acordo com De Kauwe et al. (2015).
2.3.  Potencial hidrico foliar

O Yy foi avaliado nos mesmos dias de avaliagdo das trocas gasosas, sendo realizadas na
antemanhd (04:30 — 05:30 h) (Wam) e a0 meio-dia (entre 11:00 e 13:00) (Wmd). Para isso, folhas
foram coletadas e armazenadas em saco “ziplock™ contendo papel toalha umedecido em seu
interior, deixadas para equilibrar por 15 min, e as medi¢des foram entdo realizadas utilizando-
se uma camara de pressdo tipo Scholander (modelo 1000, PMS Instruments, Albany, NY,
USA).

2.4.  Curva de vulnerabilidade optica foliar

Para a construcdo das curvas de vulnerabilidade a cavitacdo, a propagacdo de
embolismos foi avaliada pelo método da vulnerabilidade 6ptica (Brodribb et al., 2016). Plantas
bem irrigadas e ndo expostas previamente ao alagamento foram coletadas no inicio da manha e
suas raizes foram lavadas até a retirada completa do solo aderido a elas e, em seguida, colocadas
em um recipiente c. 20 L com agua, onde ficaram por 2 h para que estivessem completamente
hidratadas no inicio das avaliacfes. Uma folha completamente expandida do terceiro ou quarto
par (a partir do apice) de um ramo localizado no terco médio da planta foi acoplada a um scanner
(Epson perfection VV800; Epson; Suwa, Japéo) e digitalizada com lado adaxial voltado para a
superficie, fixada com fita transparente e iluminada por cima de modo a criar uma imagem da
luz transmitida, permitindo que os embolismos fossem registrados durante a desidratacdo da
planta, a cada 3 min. A obtenc¢do das imagens foi finalizada 12 h ap6s a observacéao dos ultimos
eventos de embolismo. Para identificarem-se e quantificarem-se os embolismos, foi realizada
andlise de imagens usando o método de subtragdo no software ImageJ (National Institute of
Health, New York, NY, USA) para destacar mudancas entre imagens sucessivas na sequéncia
de imagens produzidas durante processo de secagem da planta. Nessa série de imagens
subtraidas, os pixels pretos representam qualquer evento optico: cavitacdo, instabilidade das
condigdes de luz e movimentos da folha ou de suas estruturas. Para separar o sinal (evento de
cavitacdo) do ruido, as imagens diferenciais foram processadas e, posteriormente, examinadas

para remoc¢do manual do ruido. O grau de embolia foi calculado como o nimero cumulativo de
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pixels embolizados normalizados pelo numero total de pixels embolizados ao longo da

desidratacéo.

O Yw foi medido em folhas de outros ramos das plantas em regies semelhantes as da
folha acoplada ao scanner, a cada 6 h, com o auxilio da bomba de pressdo supramencionada.
Posteriormente, foram obtidas equagdes lineares com os valores de Ww medidos e o tempo
decorrido (em horas) de cada curva, para estimarem-se os W associados a todos os eventos de
area cumulativa de embolismo. Para visualizar a dindmica da propagacdo de embolismos pela
folha, foi plotado o Ww Vversus a porcentagem de area cumulativa de embolismo, sendo uma
curva de vulnerabilidade Optica produzida para cada planta. Os potenciais hidricos a 12, 50 e
88% da cavitagdo maxima da folha (P12, Pso e Pgs) foram calculados com base na curva de

vulnerabilidade dptica.
2.5.  Curva de perda percentual da capacidade de reidratacao

Folhas completamente expandidas do terco médio da copa também foram coletadas de
plantas bem irrigadas e ndo expostas previamente ao alagamento para a caracterizacdo da
capacidade de reidratacdo dos gendtipos. Foram coletadas 10 folhas por planta, armazenadas
em sacos “ziplock”, transportadas ao laboratério e colocadas em dessecadores com seus
peciolos imersos em &gua, por 12 h, para posterior pesagem e digitalizacdo. A medicdo de area
foliar foi feita com o auxilio do software ImageProPlus, com as imagens digitalizadas. Em
sequida, as folhas foram desidratadas em bancada (sob luz ambiente), sendo pesadas
frequentemente para a estimativa do teor relativo de dgua (TRA) (dados de area foliar especifica
coletados previamente forneceram uma estimativa inicial da matéria seca). As folhas foram
removidas da bancada a cada variacdo de 10% do seu TRA original e novamente colocadas em
um dessecador com o peciolo imerso em agua por 12 h. Em seguida, foram tomados seu peso
turgido e o peso seco (apds secagem completa por 72 h a 70°C). A percentagem de perda da
capacidade de reidratacdo foliar (PPCR, %) e o TRA (%) foram calculados conforme descrito
por Trueba et al. (2019).

2.6.  Curva pressao-volume

Por fim, os dois gendtipos foram caracterizados quanto as suas rela¢fes hidricas por
meio de curvas de pressdo-volume (Tyree & Hammel, 1972). Essas curvas foram construidas
usando-se folhas completamente expandidas coletadas no terco médio de cinco plantas bem

irrigadas e ndo previamente submetidas ao alagamento. Para isso, folhas foram cortadas em
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agua e reidratadas durante a noite. As folhas foram entdo desidratadas lentamente, enquanto seu
peso e o W foram avaliados regularmente com auxilio da bomba de Scholander supracitada,
até seu completo colapso e dessecacdo. As folhas foram entédo escaneadas e suas areas estimadas
com auxilio do software Image Pro Plus e, finalmente, colocadas em uma estufa a c. 70°C até a
obtencéo de massa constante. O peso seco da folha foi utilizado para calcular o TRA, que foi
plotado contra 1/Pw. A partir de cada curva, foram estimados o Ww no ponto de perda de
turgescéncia (WppT), potencial osmotico em turgescéncia plena (W100), teor relativo de dgua no
ponto de perda de turgescéncia (TRArrT; %) e modulo global de elasticidade (¢), de acordo com
Bartlett et al. (2012). A capacitancia foliar foi calculada a partir da variacdo no volume por
variagao em Ww Sob turgescéncia plena (Ctp) e abaixo do ponto de perda de turgescéncia (Cper).

2.7.  Determinacdo de metabdlitos e clorofilas

Para determinacdo dos metabdlitos foliares e teores de clorofila, folhas foram coletadas
aos 7 dias de alagamento. Todo o material vegetal coletado foi imediatamente congelado em
nitrogénio liquido e, em seguida, armazenado a -80°C, até 0 momento de analise. 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). Elas foram entéo
submetidas a extracdo metanolica a quente, segundo Lisec et al. (2006), exceto pela adi¢do do
padrdo ribitol. A determinacdo de clorofilas a e b foi realizada como descrito por Wellburn
(1994). Os conteudos de proteinas sollveis totais e de aminodcidos totais foram determinados
conforme descrito por Bradford (1976) e Yemm & Ocking (1955), respectivamente. Os teores
de amido e agUcares (glicose, frutose e sacarose) foram determinados segundo Fernie et al.
(2001). O conteldo de prolina foi analisado conforme Carillo & Gibon (2011).

2.8.  Determinacado do teor de antocianinas

Amostras liofilizadas foram submetidas a extracdo com metanol acidificado (1% HCI,
p/v) e a absorbancia dos extratos foi medida em 530 e 657 nm em leitor de microplaca (Neff e
Chory, 1998). A absorbancia foi corrigida e, entdo, usada para calcular o teor de antocianinas,
expresso em miligramas de equivalente de cianidina-3-glicosideo por grama de peso da amostra

(Rabino e Macielli, 1986; Tashtoush et al., 2016).

2.9.  Determinacdo da atividade de enzimas do sistema antioxidante
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Para a determinacdo da atividades das enzimas superdxido dismutase (SOD, EC
1.15.11), catalase (CAT, EC 1.11.1.6), peroxidases (POX, EC 1.11.1.7) e ascorbato peroxidase
(APX, EC 1.11.1.11), 10 mg de amostras foliares liofilizadas foram extraidos por
homogeneizacao de 1 mL do meio de extracao (tampao de fosfato de potéssio 0,1 M e pH 6,8;
contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999).). A mistura foi
centrifugada a 12.000 g durante 15 min, a 4 °C, e o sobrenadante foi utilizado como extrato

enzimatico.

A atividade da SOD foi determinada a 25 °C, em camara de reagdo sob iluminacao de
lampadas de 15 W, durante por 5 min e medida a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT e os
resultados foram expressos em U min™! mg"! proteina (Beauchamp e Fridovich, 1971). Para
CAT, a atividade foi determinada medindo-se o decréscimo na absorbancia, no primeiro minuto
de reacdio, a 240 nm, a 30 °C, utilizando-se o coeficiente de extin¢cdo molar de 36 M™! cm’!
(Anderson et al., 1995) e os resultados expressos em pmol de HO, min™! mg™! proteina. Para a
atividade da POX, foi medido o incremento da absorbancia durante o primeiro minuto de
reagdo, a 420 nm, a 25 °C, sendo a atividade calculada utilizando-se o coeficiente de extingao
molar de 2,47 mM™ cm! (Chance e Maehley, 1955) e os resultados expressos em pmol de
purpurogalina min' mg' proteina. A atividade da APX foi medida pelo decréscimo na
absorbancia no primeiro minuto de reagdo, a 290 nm, a 25 °C, utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 2,8 mM™' cm™' (Nakano e Asada, 1981; Murshed et al., 2008) e os resultados

expressos em umol de ascorbato min' mg™! proteina.
2.10. Extravasamento de eletrdlitos (EE)

Para determinacao de extravasamento de eletrolitos, foram retirados 12 discos de 0,8
cm de didmetro, lavados e acondicionados em frascos pesa-filtro contendo 20 mL de agua
deionizada. Ap6s fechados, os frascos foram acondicionados a temperatura de 25°C, por 12 h,
sendo, em seguida, aferida a condutividade inicial do meio (Xi) usando condutivimetro de
bancada (Lutron CD-4301, Lutron Electronic Enterprise Co., Taipei, Taiwan). Entdo, os frascos
foram submetidos a 90°C, por 2 h, em estufa de secagem e, apos resfriamento, foi medida a
condutividade final (Xf). O valor de EE foi expresso como a porcentagem de condutividade em
relagdo a condutividade total apds o tratamento por 2 h a 90°C: [(Xi/Xf) x 100], seguindo
metodologia descrita em Campos & Pham Thi (1997).
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2.11. Anélises estatisticas

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade das variancias (Levene). Com a confirmacao do atendimento aos pressupostos
da analise de variancia, as médias dos tratamentos foram comparadas utilizando-se o teste t
pareado de Student (p < 0.05). Nos casos em que os dados ndo atenderam aqueles pressupostos,
as médias foram comparadas por meio do teste ndo paramétrico de Wilcoxon. As anélises
estatisticas foram conduzidas no software RStudio (v.4.3.2; Posit Team, 2023), e os graficos
foram gerados no GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os

resultados foram expressos como média + erro padréo.
3. Resultados
3.1.  Alagamento no solo

As primeiras 24 horas de alagamento foram suficientes para reduzir A em 64% em CS
e 55% em CT, em relacdo aos valores de seus respectivos controles (Figura 1A). Essa reducéo
foi progressiva ao longo dos sete dias de alagamento, com uma menor reducdo em A parao CT
do que para o CS, na maioria das avaliagdes. Comportamento essencialmente semelhante foi
observado nos valores de gs (Figura 1B) e E (Figura 1C). Por outro lado, durante o alagamento,
os valores de C; (Figura 1D) e TTE (Figura 1E) foram maiores nas plantas alagadas em

comparagdo com os de suas contrapartes-controle.

O estresse resultou em uma reducéo de F./Fn (Figura 2A) nas plantas alagadas, em
paralelo a um aumento de 6% nos valores de F, (Figura 2B) apenas nas plantas CS alagadas em
comparagdo com os de suas contrapartes-controle, sem alteracdes nas plantas CT. O alagamento
acarretou redugdes significativas em Vcmax (Figura 2C) em comparagdo com o observado nas
plantas-controle (69% em CS e 93% em CT), embora as plantas CS alagadas tenham
apresentado valores de Vcmax Superiores aos das plantas CT alagadas. Rq (Figura 2D) foi
reduzida (30%) nas plantas CS durante o alagamento, enquanto nas plantas CT esses valores

ndo se alteraram significativamente em relacéo aos das plantas-controle.

O Wam das plantas CS sob alagamento reduziu-se progressivamente a partir do primeiro
dia de estresse (Figura 3A), enquanto nas plantas CT os valores de Wam Somente se reduziram
significativamente no sétimo dia do alagamento. Resultados similares foram observados com

Wmq (Figura 3B). Ao final da fase de alagamento, foram medidos Wam ¢ Wmg em folhas do tergo
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inferior, médio e superior das plantas (Tabela 1); no geral, os valores desses pardmetros foram
mais negativos nas plantas CS alagadas independentemente da posi¢do da folha (exceto no tergo
superior, onde foram essencialmente similares), tanto em comparacdo com os valores das
plantas CT alagadas quanto com os das respectivas plantas-controle CS. De modo geral, 0s
valores de MSHso e MSHgg nos trés tercos avaliados (Tabela 2) foram significativamente
menores nas plantas alagadas em comparagdo aos de suas contrapartes-controle. As folhas das
plantas CS atingiram, em média, um ¥y minimo de -3,46 MPa, enquanto as plantas CT
apresentaram -2,76 MPa. Em consequéncia, a MSHsg sofreu uma redugdo media foi de 61% em
CS e 35% em CT, enquanto para MSHgg, a reducdo média foi de 51% em CS e 33% em CT.

A Figura 4 apresenta uma série de imagens ilustrando a resposta diferencial dos dois
clones apds sete dias de alagamento e 30 dias de reoxigenacdo. Na planta CS (Figura 4B), nota-
se a presenca de seca nas folhas, como detalhado na imagem de uma folha do terco médio
(Figura 4C), indicando sinais significativos de estresse. Em contraste, as folhas das plantas CT
(Figura 4F) ndo apresentam os mesmos sinais de estresse, indicando uma maior tolerancia ao

alagamento.

Todas as curvas de area cumulativa de embolismo (Figura S1) apresentaram
comportamento sigmoide, com eventos de cavitacdo em folhas visualizados pelo método
Optico. Embora sem significancia estatistica, CT apresentou médias de potenciais hidricos mais
negativos para 12%, 50% e 88% de éarea cumulativa de embolismo (Tabela 3). Os clones
diferiram significativamente no PPCRso e PPCRgs (Tabela 3, Figura S2), com as plantas CT
apresentando menor teor relativo de dgua que o das CS. A Tabela 3 mostra, ainda, que ¥100 €
Yepr foram 13% e 14% mais negativos, respectivamente, nas plantas CT em compara¢do com
os valores de CS. O valor de Cppr* foi duas vezes maior nas plantas CT em comparagéo com
os das CS.

A concentracdo de clorofila a (Figura 5A) foi menor nas plantas CT alagadas em relagéo
a das plantas CS alagadas, mas nao foram observadas diferencas na concentracédo de clorofila
b (Figura 5B). O alagamento provocou um aumento na concentracdo de carotenoides das
plantas CS alagadas em comparagdo as suas contrapartes-controle (Figura 5C). A concentracéo
de antocianinas (Figura 5D) foi maior nas plantas CT alagadas em comparagcdo com a das
plantas CS alagadas. O alagamento também levou a um aumento na concentracdo de prolina
(Figura 5E) nas plantas CS, enquanto as plantas CT tiveram aumentos na concentracdo de

aminoacidos (Figura 5F), tanto em comparacdo com suas contrapartes-controle quanto com as
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plantas CS alagadas. Por fim, a concentragdo de proteinas (Figura 5G) foi menor nas plantas
CT alagadas em relacdo a das plantas CS alagadas.

De maneira geral, o alagamento ndo alterou significativamente as concentracdes de
acucares, viz. glicose (Figura 6A) frutose (Figura 6B), sacarose (Figura 6C) e amido (Figura
6D). A unica excec¢do foi a frutose, cuja concentragdo foi menor nas plantas CT alagadas em
comparacdo com suas contrapartes-controle. O alagamento resultou em uma reducdo na
atividade da SOD (Figura 7A) nas plantas alagadas, enquanto ndo foram observadas alteractes
nas atividades da CAT (Figura 7B) e APX (Figura 7C). Por outro lado, a atividade da POX
(Figura 7D) foi significativamente reduzida nas plantas CT alagadas em comparagdo com a das
plantas-controle e CS alagadas. Além disso, o alagamento provocou um aumento significativo

na porcentagem de EE (Figura 7E) nas plantas alagadas, especialmente nas plantas CT alagadas.
3.2.  Reoxigenacdo pds-alagamento

Na fase inicial de recuperacéo, as plantas alagadas continuaram com valores baixos de
A (Figura 1A), gs (Figura 1B) e E (Figura 1C), porém, CT conseguiu recuperar suas taxas de
trocas gasosas a partir do 16° dia, e, registre-se, com valores de gs e E superiores aos das plantas-
controle ao final do experimento. Os valores de C; (Figura 1D) se mantiveram maiores nas
plantas alagadas durante essa fase, especialmente nas plantas CS alagadas. Os valores de TTE
(Figura 1E) mantiveram-se elevados nas plantas alagadas até o 11° dia da fase de recuperacao,
mas, ao final do experimento, os valores de TTE das plantas CT alagadas aproximaram-se dos
valores das plantas-controle, enquanto os das plantas CS alagadas foram significativamente

menaores.

Os de valores Fv/Fm (Figura 2A) e Fo (Figura 2B) variaram significativamente, mas
apenas nas plantas do CS. Essas plantas CS alagadas mantiveram valores reduzidos de Fv/Fm
(0,65 £ 0,00) em relagdo aos das suas contrapartes-controle (0,79 + 0,01), enquanto Fo
aumentou consideravelmente (47%) em comparacao ao observado nas plantas CS controle. Por
outro lado, as plantas CT previamente alagadas mostraram recuperacdo completa dos
pardmetros fotossintéticos, com valores de F./Fn (0,82 + 0,01) comparaveis ao das suas
contrapartes-controle (0,79 £ 0,02) e valores de F, essencialmente semelhantes aos das plantas
CT controle. Saliente-se que Rq (Figura 2D) ndo respondeu aos tratamentos aplicados na fase
de recuperacdo, independentemente dos clones avaliados; no entanto, foi observada uma

tendéncia de valores ligeiramente superiores em plantas CS alagadas em comparacao aos das



22

suas contrapartes-controle, enquanto as plantas CT alagadas mantiveram valores proximos aos
das plantas CT controle. Para Vemax (Figura 2C), apenas CT previamente alagadas conseguiram
restabelecer valores semelhantes aos das plantas-controle, enquanto as plantas CS alagadas
exibiram reducdo ainda mais acentuada, de 77%, em comparagdo com suas contrapartes-

controle.

A partir do 16° dia apos a suspensdo do alagamento, as plantas CT atingiram Wam (Figura
3A) e Wmd (Figura 3B) semelhantes aos das plantas-controle, enquanto nas plantas CS os valores
desses parametros continuaram declinando ao longo do periodo de recuperacéo.
Adicionalmente, os valores de MSHso e MSHgs (Tabela 2) foram significativamente menores
nas plantas alagadas em comparagdo as suas contrapartes-controle. Especificamente, os valores
de MSHso foram -1,27 em CS e 0,70 em CT, enquanto nas plantas-controle foram 2,92 em CS
e 3,32 em CT. Para MSHegg, 0s valores foram -0,93 em CS e 0,84 em CT nas plantas alagadas,
comparados a 3,55 em CS e 3,80 em CT nas plantas-controle. Notavelmente, os valores das
plantas CS alagadas foram negativos.

Apds 30 dias de reoxigenacdo, as plantas CS previamente alagadas (Figura 4H)
continuam a exibir sinais de seca de folhas predominantemente nos tercos inferior e mediano,
destacando uma recuperacdo incompleta em termos de aparéncia foliar e status hidrico. Por
outro lado, as plantas CT (Figura 4J) mostram uma recuperagdo visivel, com uma aparéncia
mais préxima das plantas CT controle (Figura 41), sugerindo uma maior resiliéncia ao estresse

causado pelo alagamento.
4. Discusséo

No presente estudo, explorou-se como diferentes clones de eucalipto reagem ao estresse
causado pelo alagamento, visando entender melhor suas estratégias de tolerancia ndo somente
ao alagamento per se, mas tambeém durante a fase de recuperagdo. Observou-se que 0 excesso
de &gua no solo restringiu substancialmente as trocas gasosas das plantas, resultando em
diminuicdes em A, gs e E durante o alagamento. O comprometimento da performance
fotossintética parece ter sido resultante de uma confluéncia de fatores fotoquimicos (menor
Fv/Fm), bioquimicos (quedas em Vcmax) € difusionais (quedas em gs), fatores esses que foram
afetados de modo similar independentemente das diferencas de tolerancia ao alagamento entre
os clones testados. Em ambos os clones também houve comprometimento das relagdes hidricas,

a julgar-se pelas redu¢des de Ww, que foram, a depender da posicao relativa (na copa) das folhas
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analisadas, mais pronunciadas nas plantas do clone sensivel. Sugere-se que as plantas desse
clone apresentaram uma disfuncdo hidraulica mais severa que a das plantas tolerantes,
evidenciada por reducfes em Wy associadas a um maior nivel de embolismo, fatores que devem
ter comprometido o fluxo de &gua desde as raizes até as folhas (Jackson & Colmer, 2005;
Bailey-Serres & VVoesenek, 2008; Haverroth et al., 2024). No entanto, essa disfung&o hidréulica
tornou-se critica apenas na fase de recuperacao, pois foi nesse periodo que as plantas sensiveis
atingiram valores de Ww abaixo do Pso, resultando em maior formagdo de embolismos e
limitacdo na capacidade de restaurar o transporte de dgua de maneira eficiente (Choat et al.,
2012; 2018). Com efeito, apés o alagamento, identifica-se uma diferenca marcante na
capacidade de recuperacdo entre os clones: enquanto o genoétipo tolerante conseguiu recuperar
sua performance fotossintética e sua capacidade de hidratacdo, as plantas sensiveis ndo foram
capazes de restabelecer esses processos em magnitude similar a das plantas-controle. Portanto,
sugere-se que a presumivel toleréncia diferencial ao alagamento evidenciada em nivel de campo
seja bem mais associada a fase de reoxigenacdo pds-alagamento do que ao alagamento

propriamente dito (Haverroth et al. 2024).
4.1.  Impactos do alagamento na performance fotossintética

A hipoxia induzida nas raizes durante o alagamento pode desencadear uma cascata de
efeitos nas vias metabdlicas, afetando a eficiéncia das trocas gasosas e, consequentemente, a
taxa fotossintética (Jackson & Colmer, 2005; Bailey-Serres & Voesenek, 2008). O alagamento
impactou negativamente a eficiéncia fotossintética em ambos os clones, resultando em reducdes
em A e gs. Embora a diminuicdo de gs seja uma resposta comum a falta de oxigénio no solo,
principalmente com o intuito de reduzir a perda de &gua por transpiracdo (Lin et al., 2022), o
aumento em C; nas plantas alagadas sugere que as limitacbes estomaticas, por si s, ndo
explicariam as quedas em A. Esse aumento em C; sugere que restricdes adicionais, e.g. menor
difuséo de CO> através do mesofilo (menor gm) poderiam restringir o fluxo de CO: até os sitios
de carboxilacdo da RuBisCO. De fato, alguns estudos tém associado o comprometimento do
desempenho fotossintético em algumas especies sob alagamento a queda de gm (e.g. Araki et
al., 2014; Ploschuk et al., 2018; Toral et al., 2021). Deve-se salientar, em todo o0 caso, que
estimativas de Ci quando os valores de gs s&o muito baixos (como no presente estudo) podem
ser sobrestimadas (Boyer, 2015). Independentemente desse fato, sugere-se aqui que limitacdes
difusionais, associadas as reducgdes de gs e possivelmente de gm, tenham tido um papel de

destaque no comprometimento de A.
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Além de limitagdes difusionais a fotossintese, os presentes resultados também sugerem
um comprometimento das reagdes bioquimicas da fotossintese, a julgar-se pela reducéo de Vemax
sob condicbes de alagamento. Essas reducdes podem estar associadas a diminuicdo da
concentracdo de RuBisCO, como observado em plantas de cana-de-agucar (Spinoso-Castillo et
al., 2024), bem como a reducgdes na atividade da RuBisCO e na expressdo de genes associados
a maquinaria bioguimica da fotossintese, conforme verificado em beterraba (Sha et al., 2024).
Alguns estudos tém atribuido a queda de Vcemax @ reducdo na atividade enzimatica devido a
menor disponibilidade de cofatores e substratos essenciais para a fotossintese, como ATP e 0
NADPH (Marcar, 1993; Nicolés et al., 2005; Arbona et al., 2009; Kreuzwieser & Rennenberg,
2014; Li et al., 2015; Menezes-Silva et al., 2019).

4.2.  Impactos do alagamento na eficiéncia fotoquimica e no estresse oxidativo

Os parametros fotoquimicos foram severamente impactados pelo alagamento.
Entretanto, é pouco provavel que a menor eficiéncia fotoquimica tenha limitado diretamente a
assimilacdo de carbono, haja vista que as redugdes em A ndo foram proporcionais ao
comportamento de TTE, que aumentou nas plantas alagadas. Esse aumento sugere um possivel
redirecionamento do fluxo de elétrons para vias alternativas, como a fotorrespiracdo ou
dissipagdo térmica, na tentativa de evitar o acimulo excessivo de energia nos centros de reacéo
(Hunawa et al., 2017). Sugere-se que as reduc¢des em TTE foram pouco ou nada associadas com
concentracdes de clorofilas (bem como de antocianinas), que se mantiveram virtualmente
inalteradas em resposta aos tratamentos aplicados. Resultados semelhantes foram encontrados
nos teores de clorofilas por Harguindeguy et al. (2018) ao avaliarem as diferencas de respostas
a hipoxia e a disponibilidade de manganés nesses mesmos clones. 1sso posto, é mais provavel
que o aumento da TTE tenha ocorrido em paralelo a uma elevacgdo da pressdo oxidativa nos
cloroplastos (Marcal et al., 2021), possivelmente resultando em estresse oxidativo e danos a
maquinaria fotossintética. Nesse contexto, a energia fotoquimica ndo poderia ser
completamente utilizada em processos diretamente associados a fotossintese e/ou
fotorrespiracdo, gerando, portanto, um excedente de elétrons que, caso nao seja adequadamente
dissipado, pode gerar fotoinibicdo e fotooxidacdo do aparelho fotossintético (Krause e Weis,
1991). Com efeito, o0 comportamento da razéo Fv/Fm tem sido usado em estudos de toleréncia
a estresses (Pearson et al., 2013; Repo et al., 2016; Toral-Juaréz et al., 2021), com valores
inferiores a 0,78 indicando algum grau de fotoinibicdo a fotossintese (Krause e Weis, 1991),
fato que ocorreu com os dois clones sob alagamento. Entretanto, nas plantas sensiveis, as

guedas em F/Fn foram associadas a aumentos em Fo, 0 que sugere fotodanos mais severos ao
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FSII, indicando uma fotoinibicéo cronica, enquanto a manutencdo de Fo nas plantas tolerantes
ndo permite uma inferéncia clara sobre uma possivel ocorréncia de fotodanos (Adams et al.,
2004). Em todo o caso, observaram-se reducdes na atividade da SOD nos dois clones (bem
como na atividade da POX no clone tolerante) associadas com aumento no extravasamento de
eletrolitos (EE), que foi mais pronunciado no clone tolerante, sugerindo que, apesar do aumento
na TTE, a dissipacdo do excesso de elétrons pode ter ocorrido de maneira diferente entre os
clones. Tomados em conjunto, os presentes resultados sugerem que 0 aumento da pressao
oxidativa nos cloroplastos ndo foi adequadamente contrabalanceada por um aumento na
dissipacéo do excesso de energia radiante, provavelmente resultando num aumento da produgéo
de EROs. Dado que a atividade das enzimas antioxidantes se manteve invariavel ou reduziu-se
em resposta ao alagamento, o aumento em EE pode ser tomado como um forte indicativo de
gue ambos os clones sofreram de fotodanos e fotooxidagdo de suas estruturas celulares. Em
todo o caso, conforme se evidencia abaixo, a extensao e magnitude desses danos foi, muito
provavelmente, dependente da posicdo relativa das folhas ao longo da copa, sendo maior no

clone sensivel.
4.3.  Impactos do alagamento na taxa respiratoria e metabolismo

As diferencas clonais de sensibilidade ao alagamento podem também estar relacionadas
a alteracdes em Rq, especialmente em plantas sensiveis ao alagamento, que exibiram menores
valores de Rq (incluindo a fase de recuperagdo) mas sem decréscimos nos niveis foliares de
substratos (carboidratos). Nesse contexto, a reducdo da producao de ATP ndo estaria limitada
a disponibilidade de substratos, mas mais provavelmente a algum comprometimento das
reacOes bioquimicas da respiracdo (Jackson & Colmer, 2005; Kreuzwieser & Rennenberg,
2014). Em plantas sensiveis, a reducdo em Rq pode ser uma estratégia adaptativa para conservar
energia, mas também pode refletir um colapso metabdlico frente a incapacidade de compensar
a falta de oxigénio (Bailey-Serres & Voesenek, 2008; Bailey-Serres et al., 2012). Por outro
lado, plantas tolerantes mantém Rq estavel, sugerindo maior resiliéncia metabdlica e capacidade
de suprir a demanda energética para sustentar processos basicos e mecanismos de protecao

antioxidante durante o alagamento (Kreuzwieser et al., 2004; Bailey-Serres & VVoesenek, 2008).
4.4.  Impactos do alagamento nas relac6es hidraulicas

Em condicdes de alagamento, as folhas das plantas sdo expostas ao ar, enquanto as raizes

permanecem submersas, criando uma zona anaerdbica na rizosfera que dificulta a absorcéo de
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agua (Bhusal et al., 2023). Com efeito, 0 excesso de &gua no solo reduz a condutividade
hidraulica da raiz (Schmull e Thomas, 2000; Rasheed-Depardieu et al., 2015; Herzog et al.,
2016), o que o reduz a capacidade de transporte de agua, do solo para a parte aérea, ocasionando
um déficit hidrico, conforme observado nas plantas alagadas pela reducéo do potencial hidrico
(Nicolas et al., 2005; Aroca et al., 2012; Kreuzwieser & Rennenberg, 2014; Repo et al. 2016).
Recentemente Haverroth et al (2024) demonstrou que reducdes na capacidade de transporte de
agua nas folhas também sdo observadas durante o alagamento e intensificadas na fase de

recuperacao.

As quedas de Wam € Ymd (Fig. 3) sdo condizentes com uma limitacdo hidraulica inicial,
devido a redugdo na condutancia hidrdulica das raizes e folhas durante o alagamento
(Tournaire-Roux et a., 2003; Haverroth et al., 2024). Durante o alagamento, essas quedas
ocorrem antes da formacao de embolismos significativos, mas sdo intensificadas pela reducao
da condutividade hidraulica apds o surgimento de embolismos, especialmente na fase de
recuperacdo (Haverroth et al., 2024). Esse processo resulta no fechamento estomaético, que
ocorre precocemente como mecanismo de defesa para minimizar a perda de agua pela
transpiracdo (Schmull e Thomas, 2000; Aroca et al., 2012; Li et al., 2015). Embora a reducéo
em gs coincida com a queda na condutancia foliar, isso ocorreria antes que o potencial hidrico
atinja os valores de Wppt (-2,08 MPa em CS e -2,41 MPa em CT). Estes dados sugerem que 0
fechamento estomatico é consistente com um mecanismo ativo, possivelmente mediado por
sinais hormonais (e.g., etileno ou ABA) ou bioquimicos nas folhas, de modo que a producéo
transiente de ABA induzida por redu¢des moderadas de Ww poderiam explicar o fechamento
estomatico, mesmo que os valores de Ww subam novamente em resposta ao controle da
transpiragdo (Pinheiro et al., 2004; Christmann et al., 2013; Zhang et al., 2018; Cardoso et al.,
2020; Haverroth et al., 2024). A gs atua no equilibrio entre E e Ww, de modo que o ajuste dessa
funcdo é um dos primeiros mecanismos de defesa da planta em condic6es de estresse (Bhusal
et al., 2023). Portanto, € plausivel que as quedas do Ww possam representar um sinal hidraulico
para o fechamento estomatico, 0 que concorreria para uma limitacdo estomatica a fotossintese
dos clones, como relatado em outras espécies sob alagamento (Nicolas et al., 2005; Shao et al.,
2013; Kreuzwieser & Rennenberg, 2014; Ploschuk et al., 2018; Toral-Juaréz et al., 2021).

E mister ressaltar, nio obstante, que as quedas de Wam e Wmq, a0 final da fase de
alagamento, diferiu entre os clones, dependendo da posicdo da folha amostrada ao longo da
copa. Essas quedas ndo foram uniformes entre folhas de uma dada posicéo da copa, conforme

se evidencia ao compararem-se 0s dados da Fig. 3 com os da Tabela 1. Nos tercos médio e
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inferior da copa, valores significativamente menores de Wam no clone tolerante (-0,45 a -0,63
MPa contra -1,61 a -3,19 MPa no clone sensivel), mas com valores similares de Wmd, Sugerem
que a recuperacdo (parcial) noturna da hidratacdo foliar foi muito mais pronunciada no clone
tolerante, sugerindo maior condutividade hidraulica. Saliente-se que as plantas do clone
tolerante exibiram valores mais negativos de W10 ¢ Wppr que 0s do clone sensivel (sem
alteragoes de €), associados a uma maior capacitancia hidraulica, sdo consistentes com uma
maior capacidade de tamponar as quedas em W, utilizando reservas internas de agua
(capacitancia) durante os estagios iniciais do estresse, quando a absorcao de agua pela raiz é

drasticamente reduzida.

Os valores de Psp ora encontrados (<-4,0 MPa) s&o mais negativos que os reportados
por Oliveira et al. (2022) avaliando clones de eucalipto com distintos graus de tolerancia a seca
(-3,5 a-4,0 MPa). O Psg corresponde ao Ww responsavel pela perda de 50% da condutividade
hidraulica do xilema e tem importante papel na previsao de mortalidade de plantas (Choat et
al., 2012; 2018). Isoladamente, esses valores mais negativos de Psp sugerem uma tolerancia
relativamente elevada a deficiéncia hidrica dos clones deste estudo. No entanto, a presenca de
embolismos significativos durante o alagamento é improvavel, dado que o potencial hidrico
ndo atingiu o P1> (ponto de perda de 12% da condutividade hidraulica). Estes resultados
corroboram a hipétese de que o embolismo se intensifica ap6s a reoxigenacdo, quando o
potencial hidrico pode cair rapidamente devido ao aumento da demanda evaporativa e
limitacBGes na hidraulicas nas raizes e folhas (Haverroth et al., 2024). Em todo o caso, registre-
se que os valores de Pso foram determinados apenas em folhas do tergo médio da copa, e ndo
se pode descartar que esses valores sejam diferentes ao longo da copa, conforme observado em
abacate (Cardoso et al., 2020). Ademais, a perda de condutividade hidraulica (e embolismo)
pode variar entre folhas de uma mesma posicao da copa, levando a abscisdo ou morte de parte

da folhagem, conforme observado em café (Martins et al., 2019).

A ocorréncia de seca de folhas predominantemente nos tercos inferior e mediano,
conforme evidenciado no clone sensivel, mas ndo no clone tolerante (Figura 4), sugere que as
disfungbes hidraulicas foram mais acentuadas nessas regiGes. Esse padrdo pode estar
relacionado a menor condutancia em folhas mais velhas, que apresentam menor capacidade de
transporte de agua, ou a proximidade das raizes, onde sinais quimicos provenientes da rizosfera
anaerdbica, como alteragdes no pH do xilema, podem contribuir para o desacoplamento
hidraulico entre folha e caule (Jackson et al., 2003; Nicolés et al., 2005; Aroca et al., 2012;

Grunwald et al., 2021). Além disso, as menores MSHso e MSHgs observadas no clone sensivel,
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em comparacdo ao clone tolerante, indicam maior suscetibilidade a disfunc¢Ges hidraulicas e
estresse oxidativo nessas regides da copa, o que pode explicar a maior mortalidade foliar, o que
parece consistente com as observacdes de Cardoso et al. (2020), como também especulado por
Oliveiraetal. (2022) em eucalipto. Resta demonstrar a ocorréncia de uma possivel variabilidade
dos valores de Pso (e por extensdo de MSH) ao longo da copa das plantas. Por fim, é licito
presumir que, caso as folhas que apresentaram algum sinal de seca fossem amostradas,
provavelmente exibiriam sinais de danos oxidativos (e.g., extravasamento de eletrolitos) numa

extensdo superior a reportada na Fig. 5.
4.5.  Reoxigenacdo pds-alagamento

Durante o alagamento, os fatores fisiolégicos e bioquimicos que influenciam a
recuperacdo das plantas sdo criticos. Estudos mostraram que plantas que conseguem manter a
integridade dos seus sistemas hidraulicos e fotossintéticos durante o alagamento tém maiores
chances de recuperacao e resiliéncia (Sasidharan et al., 2017). Em plantas sensiveis, a falha em
recuperar rapidamente os valores de Ww (e gs) pode resultar em danos irreversiveis ao xilema e
a fotossintese, afetando negativamente o crescimento e a produtividade (Choat et al., 2012;
2018). Registre-se que 0 comportamento das trocas gasosas dos dois clones foi muito similar
até os 16 dias de reoxigenacdo pds-alagamento, enquanto se observou uma clara tendéncia de
menores valores de Wam € Wmd NO clone sensivel; apos os 16 dias de recuperacao, observou-se
uma completa recuperagdo do desempenho fotossintético (sem variagdes de Rq) € de Wam € ¥md

no clone tolerante, mas ndo no sensivel.

A recuperacdo da capacidade de assimilacdo de carbono, nas plantas do clone tolerante,
foi acompanhada de recuperacdo de gs (fator difusional), da razdo F./Fm e de TTE (fatores
fotoquimicos) e de Vemax (fatores bioquimicos). Os valores de Fv/Fm (>0,80) com valores de Fo
similares ao das plantas-controle sugerem inexisténcia de fotoinibicdo e de danos
fotooxidativos ao final do experimento. Em contraste, no clone sensivel, nenhum desses fatores
recuperou-se, mesmo apos 31 dias de reoxigenacéo. Saliente-se, inclusive, que esse clone exibiu
baixos valores de Fv/Fm (0,65) acompanhados de aumentos expressivos em Fo, sugerindo uma
exacerbacao do estado de fotoinibicdo (Krause e Weis, 1991) em relagdo ao observado ao final
do periodo de alagamento. Além disso, a seca da folhagem evidenciada na Fig. 4 bem indica a

existéncia de danos hidraulicos e oxidativos presentes no clone sensivel.
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A capacidade de recuperacdo pds-alagamento no clone tolerante pode estar atribuida a
sua maior resiliéncia hidraulica, o que permitiu a retomada do transporte eficiente de &gua e
nutrientes apds o alivio do estresse hidrico. Estudos tém sugerido que a capacidade de uma
planta em manter o transporte de agua atraves do xilema durante e ap0s o estresse hidrico € um
fator-chave para sua sobrevivéncia e recuperacgdo (Brodribb et al., 2010; Skelton et al., 2017).
Apo6s o alagamento (dia 27), o Ww foliar das plantas CT também retornaram a valores
semelhantes ao das plantas-controle, diferentemente das plantas CS que atingiram valores ainda
mais negativos. O déficit hidrico em folhas pds-alagamento tem sido observado em outros
estudos que apontam a reducdo da condutividade hidraulica causando danos significativos a
absorcdo e ao transporte de dgua (Nicolas et al., 2005; Fukao et al., 2011; Tamang e Fukao,
2015; Toral-Juaréz et al., 2021; Haverroth et al., 2024). Em associa¢o, os valores de Ww nas
plantas CS foram inferiores aos do Pso (-4,23 MPa) e Pgs (-4,85 MPa), mesmo na antemanha (-
4,93 MPa), enquanto plantas CT tiveram seu menor valor de Ww (-4,03 MPa), ao meio-dia (Pso
= -4,54 MPa; Pgg = -5,44 MPa). Registre-se que foram observadas MSHsp negativas no clone
sensivel, mas ndo no clone tolerante. Com efeito, maiores valores de MSHso e MSHgg estéo
associados como maior protecdo contra o embolismo (Martin-StPaul et al., 2017; Li et al., 2018;
Blackman et al., 2019), o que estaria em consonancia com a melhor performance hidraulica no

clone tolerante.

O clone tolerante também mostrou uma maior capacidade de modular a sua gs de forma
a minimizar as perdas de agua durante o alagamento, mas permitindo a retomada eficiente das
trocas gasosas na fase de recuperacdo. O fechamento estomético observado durante o
alagamento € uma estratégia bem documentada em muitas espécies, e serve para reduzir a
transpiracdo e conservar agua em condicdes de baixa disponibilidade hidrica (Schmull &
Thomas, 2000; Aroca et al., 2012). Entretanto, a reabertura dos estdmatos apos o alivio do
estresse € igualmente importante para permitir a retomada da fotossintese e do crescimento,
como observado nas plantas CT. Em contrapartida, as plantas CS mostraram uma menor
capacidade de recuperacdo nesse aspecto, 0 que sugere que o fechamento estomatico pode ter
sido mais prolongado e/ou que a disfuncdo hidraulica causada pelo alagamento tenha

comprometido a reabertura estomatica.

Tomados em conjunto, os dados indicam uma associacdo de limitagdes hidraulicas e
bioquimicas a fotossintese de clones de eucalipto. Ap6s 38 dias de experimento, o clone
tolerante conseguiu manter ¥\ menos negativos, possivelmente melhorando sua capacidade de

absorcdo e transporte de agua, sustentando a recuperagéo fotossintética e metabdlica (Ou et al.,
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2011; Sala et al., 2012). Os resultados sugerem que o clone tolerante possui uma resiliéncia
intrinseca que permite a recuperacao ap6s o alagamento, o que pode ser relacionado a prevencdo
de danos oxidativos, modulando a homeostase redox (Ferner et al., 2012). A capacidade de
evitar a formacdo de embolismos e a recuperacdo da condutividade hidraulica do xilema é
crucial para a sustentacdo da fotossintese e dos processos metabolicos necessarios para o
crescimento e a produtividade das plantas sob estresse de (p6s-) alagamento (Martinez-
Alcéantara et al., 2012). Portanto, o presente estudo destaca a importancia de desenvolver
estratégias de manejo que considerem a selecdo de clones mais tolerantes ao alagamento,
visando melhorar a sustentabilidade das plantagcdes de eucalipto em regiGes propensas a

inundacoes.
5. Concluséao

Este estudo avanca no entendimento da tolerdncia ao alagamento em clones de
eucalipto, destacando que as limitacGes bioquimicas, hidraulicas e difusionais sdo fatores
cruciais para a resiliéncia em ambientes alagados e na recuperacdo da fotossintese pds-estresse.
Os resultados mostram que o clone tolerante apresentou resisténcia superior a do clone sensivel,
tanto no desempenho fotossintético quanto na recuperacdo hidrica pds-alagamento e menor
mortalidade de folhas. A pesquisa destaca a importancia dos mecanismos de adaptacéo
fotossintética e da capacidade hidraulica que permitem ao clone tolerante manter equilibrio
hidrico e responder mais rapidamente a interrup¢do do alagamento. Sugere-se que a eficacia na
manutencdo da hidratacdo e o controle de embolismos sejam essenciais para a tolerancia ao
alagamento, influenciando as estratégias de manejo e melhoramento genético de clones de
eucalipto em regides sujeitas a inundacbes. Futuros estudos poderdo investigar mais
profundamente o papel de outros mecanismos antioxidantes e as diferentes intensidades de
alagamento para ampliar nosso entendimento sobre a adaptacdo ao estresse hidrico nesses

clones.
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Figura 1. Trocas gasosas de dois clones de Eucalyptus spp. com tolerancia diferencial ao

alagamento, expostos (simbolos fechados) ou ndo (plantas-controle; simbolos abertos) a sete
dias de alagamento (parte sombreada do grafico) e 30 dias de reoxigenagdo pds-alagamento. A
é taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A); gs € a condutancia estomatica (B); E é a taxa

transpiratdria (C); Ci é a concentracdo interna de carbono (D) e TTE € a taxa de transporte de

elétrons (E). Barras verticais denotam EP; quando ndo mostrado, o EP é menor que o tamanho

dos simbolos. Simbolos, quando exibidos, representam diferencas significativas (teste t, P <

0,05) entre os tratamentos (alagado e controle) para 0 mesmo clone (*) ou entre os clones

(sensivel e controle) dentro de um mesmo tratamento (#). Os dados sdo médias + EP (n =2 —

6).
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Figura 2. Valores médios de parametros fluorescéncia da clorofila a e processos fisioldgicos
de dois clones de Eucalyptus spp. com tolerancia diferencial ao alagamento, apds sete dias de
exposicdo de alagamento (quadrante esquerdo) e ap6s 30 dias de reoxigenacdo pds-alagamento
(quadrante direito); plantas controle permaneceram sob capacidade de campo. Fv/Fm é a
eficiéncia fotoquimica maxima do FSII (A); Fo é a fluorescéncia inicial (B); Vemax € a velocidade
maxima de carboxilacdo (C) e Rq é a respiracdo diurna (D). Barras verticais denotam EP; quando
ndo mostrado, o EP é menor que o tamanho dos simbolos. Simbolos, quando exibidos,
representam diferencas significativas (teste t, P < 0,05) entre os tratamentos (alagado e controle)
para 0 mesmo clone (*) ou entre os clones (sensivel e controle) para 0 mesmo tratamento (#).
Os dados sdo médias + EP (n =2 - 6).
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Figura 3. Potencial hidrico foliar antes do amanhecer (Wam) € a0 meio-dia (Wmd) de dois clones
de Eucalyptus spp. com tolerancia diferencial ao alagamento, expostos (simbolos fechados) ou
ndo (plantas controle; simbolos abertos) a sete dias de alagamento (parte sombreada do grafico)
e 30 dias de reoxigenacdo pos-alagamento. Barras verticais denotam EP; quando ndo mostrado,
0 EP é menor que o tamanho dos simbolos. Simbolos, quando exibidos, representam diferencas
significativas (teste t, P < 0,05) entre os tratamentos (alagado e controle) para 0 mesmo clone
(*) ou entre os clones (sensivel e controle) dentro de um mesmo tratamento (#). Os dados séo
médias £ EP (n =2 - 6). As linhas horizontais tracejadas indicam o potencial hidrico foliar para
50% de area cumulativa de embolismo (Pso), na cor azul para o clone sensivel e na cor laranja
para o clone tolerante.
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Tabela 1. Potenciais hidricos foliares na antemanha (am) e ao meio-dia (md) de partes
diferentes da copa das plantas (tercos inferior, médio e superior) de dois clones de Eucalyptus
spp. com tolerancia diferencial ao alagamento expostos a sete dias de alagamento; plantas-
controle permaneceram sob capacidade de campo. As abreviacGes utilizadas sdo: SC = sensivel
controle, SA = sensivel alagado, TC = tolerante controle, TA = tolerante alagado. Os valores
sdo as médias das plantas no final da fase de alagamento (dia 7). Simbolos, quando exibidos,
representam diferencas significativas (teste t, P < 0,05) entre os tratamentos (alagado e controle)
para 0 mesmo clone (*) ou entre os clones (sensivel e controle) para 0 mesmo tratamento (#).
Os dados sdo médias = EP (n =4 - 6).

SC SA TC TA
Superior am -0,20 = 0,04 -1,08 + 0,26* -0,17 + 0,03 -1,22 + 0,52*
Médio am -0,11+0,01 -1,61 +0,09* -0,13 + 0,02 -0,45 + 0,05*#
Inferior am -0,36 + 0,05 -3,19 £ 0,70* -0,28 + 0,05 -0,63 + 0,09*#
Superior md -1,30 £ 0,12 -2,80 £ 0,18* -1,44 + 0,08 -2,80 + 0,38*
Médio md -1,32 + 0,06 -2,69 +0,16* -1,49 + 0,05# -2,48 + 0,38*

Inferior md -1,37 £ 0,04 -3,84 +0,72* -1,64 + 0,04# -3,16 + 0,48*
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Tabela 2. Médias da diferenga entre potencial hidrico minimo observado (¥min; MPa) e
potenciais hidricos (P; MPa) para 50% (MSHso) e 88% (MSHsg) de &rea cumulativa de
embolismo de partes diferentes das plantas (terco superior, médio e inferior) de dois clones de
Eucalyptus spp. com tolerancia diferencial ao alagamento expostos a sete dias de alagamento e
30 dias de reoxigenacdo pds-alagamento; plantas controle permaneceram sob capacidade de
campo. Simbolos, quando exibidos, representam diferencas significativas (teste t, P < 0,05)
entre os tratamentos (alagado e controle) para 0 mesmo clone (*) ou entre os clones (sensivel e

controle) para 0 mesmo tratamento (#). Os dados sdo médias + EP (n =4 — 6).

MSH50 MSHS88
Superior Medio Inferior Superior Medio Inferior

o SC 293+0.20 288+023 287+026 |355+032 350+0.36 3.49+0.39
g) SA 143+017% 154+0.20* 0.38+0.54* |2.05+0.27* 2.16+0.30* 1.00 +0.40*
% TC 310+0.29 3.05+029 290+028 |4.00+040 3.69+0.38 3.80+0.40
< TA 1.74£0.36* 2.26+0.24# 1.84+0.20%#|2.64 £0.43* 2.61+0.26* 2.49+0.26*#
S SC 2.92 +0.26 3.55+0.39
cg SA -1.57 £ 0.22* -0.93 £ 0.50*
qé')' TC 3.32+£0.25 3.80 £ 0.56
¥ TA 0.70 + 0.27# 0.84 + 0.53%#
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Figura 4. Imagens de dois clones de Eucalyptus spp. com tolerancia diferencial ao alagamento
(CS —sensivel e CT —tolerante) expostos a sete dias de alagamento e a 30 dias de reoxigenacao
pos-alagamento. Planta CS ndo alagada (A), planta CS alagada (B) por sete dias e uma folha
(C) do terco medio de sua copa, planta CT ndo alagada (D), planta CT alagada (E) por sete dias
e uma folha (F) do terco médio de sua copa, planta CS ndo alagada (G), planta CS alagada (H)
apos 30 dias de reoxigenacdo, planta CS néo alagada (I) e planta CS alagada (J) apds 30 dias

de reoxigenacao.
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Tabela 3. Médias do potencial osmotico em turgescéncia plena (W100; MPa), potencial hidrico
no ponto de perda de turgescéncia (Wepr; MPa), teor relativo de 4gua no ponto de perda de
turgescéncia (TRAppT; %), médulo de elasticidade (€; MPA), capacitancia pré (Ctp*; mol m
MPal), pos-perda de turgescéncia (Ceer*; mol m? MPal), médias dos potenciais hidricos (P;
MPa) para 12%, 50% e 88% de area cumulativa de embolismo, gmin (conduténcia cuticular
minima) e médias do teor relativo de dgua responsavel pelo percentual de perda da capacidade
reidratacdo de 12, 50 e 88% (PPCR12, PPCRso, € PPCRgs, respectivamente) em folhas de dois
clones de Eucalyptus spp. com tolerancia diferencial ao alagamento. Os dados foram obtidos
em plantas antes da sua exposicdo ao alagamento. Asterisco (*), quando exibido, representa
diferenga significativa (teste t, P < 0,05) entre os clones. Os dados sdao médias + EP (n = 6).

Sensivel Tolerante
Y100 (MPa) -1,56 £ 0,07 -1,80+0,07*
Yert (MPa) -2,08+0,09 -2,41+0,08*
TRAPPT 87,29+1,34 86,14 +0,96
&€ (MPa) 13,92+0,77 13,84+0,75
Ctp*(mol m?MPa?l) 043+0,02 0,49 +0,02*
Cppt* (mol m? MPa?!) 0,62+0,19 1,22+0,10*
P12 -3,94+0,17 -4,32+0,21
Pso -4,23+0,23 -4,54+0,26
Pss -485+0,37 -5,44+0,38
Omin 161+0,10 1,51+0,05
PPCRu12 72,59 £0,57 56,99 + 2,80*
PPCRso 43,84 +0,64 41,10+0,79*
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Figura 5. Clorofila a (A), clorofila b (B), concentragdo de carotenoides (C), concentracdo de
aminoéacidos totais (D), proteinas totais (E) e prolina (F) em folhas de dois clones de Eucalyptus
spp. com tolerancia diferencial ao alagamento, sete dias apds a imposicdo do estresse; plantas
controle permaneceram sob capacidade de campo. Barras verticais denotam EP; quando néo

mostrado, o EP é menor que o tamanho dos simbolos. Simbolos, quando exibidos, representam
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diferencas significativas (teste t, P < 0,05) entre os tratamentos (alagado e controle) para o
mesmo clone (*) ou entre os clones (sensivel e controle) para 0 mesmo tratamento (#). Os dados

sdo médias £ EP (n =4 - 6).
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Figura 6. Concentracdo de glicose (A), frutose (B), sacarose (C) e amido (D) em folhas de dois
clones de Eucalyptus spp. com tolerancia diferencial ao alagamento, sete dias apds a imposicao
do estresse; plantas controle permaneceram sob capacidade de campo. Barras verticais denotam
EP; quando ndo mostrado, o EP € menor que o tamanho dos simbolos. Simbolos, quando
exibidos, representam diferencas significativas (teste t, P < 0,05) entre os tratamentos (alagado
e controle) para o mesmo clone (*) ou entre os clones (sensivel e controle) para 0 mesmo
tratamento (#). Os dados sdo médias £ EP (n =4 - 6).
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Figura 7. Atividades das enzimas superoxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) (B),
ascorbato peroxidase (APX) (C), peroxidases (POX) (D) e extravasamento de eletrolito foliar
(E) em folhas de dois clones de Eucalyptus spp. com tolerancia diferencial ao alagamento, sete
dias apds a imposicéo do estresse; plantas-controle permaneceram sob capacidade de campo.
Barras verticais denotam EP; quando ndo mostrado, o EP é menor que o tamanho dos simbolos.
Simbolos, quando exibidos, representam diferencas significativas (teste t, P < 0,05) entre os
tratamentos (alagado e controle) dentro de um mesmo clone (*) ou entre os clones (sensivel e

tolerante) dentro de um mesmo tratamento (#). Os dados sdo médias + EP (n =4 - 6).
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Figura S1. Area cumulativa de embolismo (%) em folhas em processo de desidratacio de dois
clones de Eucalyptus spp. com tolerancia diferencial ao alagamento. Os dados sdo médias = EP
(n = 6). As linhas verticais tracejadas indicam o potencial hidrico foliar para o ponto de perda

de turgescéncia (Wppr).
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Figura S2. Perda de capacidade de reidratacdo (PPCR) em folhas em processo de desidratacéo
de dois clones de Eucalyptus spp. com tolerancia diferencial ao alagamento, ou seja, sensivel
(CNBO004) e tolerante (CNB016). Os pontos pretos representam dados obtidos a partir de folhas
individuais e a linha preta, o melhor modelo ajustado. As linhas verticais tracejadas indicam o

teor relativo de 4gua de PPCR12 (linha azul) e PPCRso (linha vermelha).



