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RESUMO

OLIVEIRA, Filipe Bruno de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2022.
A aplicagao foliar de Mn e Zn alivia efeitos negativos da hipoxia em plantas de
eucalipto? Orientador: Samuel Vasconcelos Valadares. Coorientadores: Samuel
Vasconcelos Valadares. Coorientadores: Nairam Félix de Barros, Ivo Ribeiro da Silva
e Fabio Murilo da Matta.

O cultivo de eucalipto em regides sujeitas a alagamentos pode gerar significativas
perdas de produtividade. O presente trabalho foi realizado com o objetivo de
compreender e avaliar o efeito da aplicacao foliar de Zn e Mn na mitigagao dos efeitos
negativos da hipoxia em plantas de eucalipto. O experimento foi conduzido em
delineamento em blocos casualizados, com 5 repeticdbes. Os tratamentos foram
combinados em arranjo fatorial (2%) com dois niveis de disponibilidade de oxigénio
(com e sem hipdxia), com e sem a aplicacao de Zn (0,1 g/L) e Mn (0,5 g/L). Foram
cultivadas duas plantas por vaso contendo areia lavada, esterilizada e umedecida com
solugédo nutritiva. Nos tratamentos submetidos a hipoxia, os vasos foram mantidos
saturados com a solugao de cultivo (a concentragao de O2 foi mantida abaixo de 4 mg
L-"). Para os tratamentos sem hipoxia, as plantas receberam aeragédo normal. Apés a
imposigcdo da hipoxia, foram quantificadas as trocas gasosas e variaveis de
fluorescéncia da clorofila a de todos os tratamentos. Apds 77 dias de experimento,
folhas das plantas foram coletadas para quantificagdo da atividade de enzimas (SOD,
catalase e peroxidases) e foi determinado o conteudo de compostos do metabolismo
primario e secundario (teores de clorofilas, agucares soluveis, amido, proteinas
soluveis totais e aminoacidos totais). Foi também colhida uma planta em cada parcela
experimental, para determinacdo de massa seca da parte aérea e quantificagcao de
Mn e Zn na biomassa. Em seguida, a aeracao dos vasos foi reestabelecida e, apds
69 dias de recuperagao, as plantas restantes foram cortadas e tiveram seu
crescimento avaliado. As plantas submetidas a hipdxia apresentaram maior teor de
Mn e menor teor de Zn quando comparadas as plantas cultivadas em condigdes
normais. Ao final do periodo de alagamento, as plantas que receberam aplicagées
foliares com Mn (principalmente) e Zn apresentaram maiores taxas fotossintéticas,
quando comparadas aquelas dos tratamentos sem Mn e Zn. Embora a aplicagao de

Zn tenha promovido aumento das taxas fotossintéticas ao fim do periodo de hipdxia,



o crescimento das plantas (nos tratamentos com e sem hipdxia) foi reduzido ao fim do
experimento, indicando ter havido fitotoxidez na fase inicial do experimento. Apds o
periodo de recuperagdo, as plantas que receberam aplicacdo foliar com Mn

apresentaram melhor crescimento.

Palavras-chave: Hipdxia. Estresse hidrico. Eucalipto.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Filipe Bruno de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2022.
Does foliar application of Mn and Zn alleviate negative effects of hypoxia in
eucalyptus plants? Orientador: Samuel Vasconcelos Valadares. Adviser:
Coorientadores: Nairam Félix de Barros, Ivo Ribeiro da Silva e Fabio Murilo da Matta.

Flooding events are expected to increase in frequency and intensity with climate
change. Yield losses caused by reduced oxygen availability, due to flooding events,
are expected to increase in agriculture and forestry. Studies on the effect of mineral
nutrition on plant responses to low oxygen availability are still scarce. In the present
study we conducted a pot experiment to understand and evaluate the effect of foliar
application of micronutrients (Mn and Zn) in mitigating the effects of low oxygen
availability in eucalypt. The experiment was conducted in greenhouse conditions at
Universidade Federal de Vigosa, Brazil. Treatments were combined in a factorial
arrangement, with and without hypoxia, with and without foliar application of Zn (0.1
g/L) and Mn (0.5 g/L). The randomized blocks design was used, with five replicates.
Each experimental unit consisted of 1 pot, containing washed sand and 2 eucalyptus
plants (Eucalyptus urohphyla x Eucalyptus grandis hybrid). In the treatments with
hypoxia, O2 concentration was kept below 4 mg L-1. In the treatments without hypoxia
the pots were maintained unsaturated. During the experiment, gas exchange
(photosynthetic rate, stomatal conductance and internal CO2 concentration) and
chlorophyll A fluorescence variables were quantified using an infrared gas analyzer
(IRGA — Infrared Gas Analyzer). After 77 days of experiment, plant leaves were
collected to quantify the activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase,
catalase and peroxidases) and compounds of the primary and secondary metabolism
(contents of chlorophylls, soluble sugars, starch, total soluble proteins and total amino
acids). One plant was also harvested in each experimental plot, for determination of
shoot dry mass and quantification of Mn and Zn in the biomass. Aeration of the pots
was reestablished and, after 69 days of recovery, the remaining plants were cut and
their growth was evaluated. Plants submitted to hypoxia had a higher Mn content and
a lower Zn content when compared to plants grown under normal aeration. At the end
of the flooding period, seedlings that received foliar applications with Mn and Zn
showed a higher photosynthetic rate when compared to treatments without Mn and Zn.



Although Zn application contributed to increase plant photosynthetic rates at the end
of the experiment, plant growth was reduced (treatments with and without hypoxia),
indicating a possible phytotoxic effect in the initial phase of the experiment. Plants that
received foliar application of Mn had higher growth after the period of hypoxia (i.e.,

during the recovery period).

Keywords: Hypoxia. Water stress. Eucalyptus.
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1. INTRODUGAO

As florestas plantadas no Brasil ocupam cerca de 9,98 milhdes de hectares.
Estas florestas, em sua maioria formadas por plantios de eucalipto (76 %), sdo as mais
produtivas do mundo (IBGE, 2020; IBA, 2019).

Perdas expressivas de produtividade causadas por elevadas precipitagbes e
restrita drenagem do solo, associadas a reducao da disponibilidade de oxigénio no
solo, tém ocorrido em florestas plantadas de eucalipto no Brasil em importantes
regides produtoras (ALMEIDA; RIBEIRO; FERNANDO LEITE, 2013; COSTA et al.,
2009; MASCHIO; ANDRADE; AUER, 2000).

Sob hipdxia, plantas de eucalipto sensiveis a esse tipo de estresse podem
sofrer fortes alteragdes fisioldgicas e anatdmicas. Entre outros problemas, plantas
sensiveis a hipéxia podem apresentar: necrose foliar; seca de ponteiros nos galhos e
haste principal; brotagdes adventicias no fuste e nos galhos; estreitamento do limbo
foliar, do lenho e das raizes e intumescimentos nas regides basais do caule
(FERREIRA, 1989 citado por Maschio et al., 2000; TORRES; MONTEIRO; SOUZA,
2013). Outros efeitos comumente observados em diferentes espécies de plantas sao:
clorose nos tecidos foliares e murchamento prematuro de folhas produtividade
(REHEM et al., 2009; ZHANG et al., 2000)

O adequado suprimento dos nutrientes pode melhorar a tolerancia de algumas
espécies de plantas a hipdxia. Sdo reportados na literatura, por exemplo, efeitos
positivos da aplicacdo de nutrientes como o calcio, fosforo e nitrogénio, bem como
nutrientes benéficos, como o silicio, na reducao dos efeitos da hipdxia em diferentes
espécies de plantas (GAO et al., 2011; HE et al., 2012; IQBAL et al., 2021; LANZA,
ROSSI; SODEK, 2013; SANTOS, 2014; TOPA; CHEESEMAN, 1992; TORRACA,
2020).

O Zinco (Zn) e 0 Manganés (Mn) tém papeis importantes para a redugao de
estresses abioticos (FAIZAN et al., 2021; LI et al., 2012; TAVANTI et al., 2021; YE et
al., 2019). Esses nutrientes sdo importantes cofatores de enzimas (ex.:superéxido
dismutase, malato desidrogenase, alcool desidrogenase, nitrato redutase, catalase e
peroxidases), que atuam na redugédo dos danos causados pelo estresse oxidativo
(BROADLEY et al., 2007; BURNELL, 1988). Sdo também necessarios para sintese

proteica, de reguladores de crescimento, dentre outras fungbes importantes do
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metabolismo vegetal (BROADLEY et al., 2012; WU et al., 2015), que sao alteradas
direta e indiretamente em plantas sob hipdxia. No entanto, embora deficiéncias de Mn
e Zn sejam relativamente frequentes em florestas de eucalipto no Brasil (inclusive em
areas sujeitas a hipoxia), ainda sdo escassos estudos que relacionem o suprimento
desses nutrientes com a mitigacao dos efeitos deletérios da hipoxia.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de compreender e avaliar o
efeito da aplicacao foliar de Zn e Mn na mitigagao dos efeitos da hipoxia em plantas

de eucalipto.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de 14 de abril a 6 de julho de 2021
na Universidade Federal de Vigosa (coordenadas geograficas: latitude -
20.75828063261015 e longitude 42.8701021576351950), em casa de vegetacédo, com
plantas de Eucalyptus (clone 1144 — Eucalyptus grandis x Eucaliptos Urophyla) em
delineamento em blocos casualizados, com cinco repeti¢gdes. Os tratamentos foram
distribuidos em arranjo fatorial (2) com dois niveis de disponibilidade de oxigénio
(com hipodxia e aeragao normal) com e sem a aplicagéao foliar de Zn (0,1 g/L) e Mn (0,5
g/L). Apds a submissao das plantas a hipdxia, foi realizada aplicacao foliar de Mn e Zn
(Sulfato de Mn e/ou Sulfato de Zn). A unidade experimental consistiu em um vaso
preenchido com aproximadamente 3 L de areia, contendo 2 plantas de eucalipto (clone
AEC 1144) e cinco repeticdes. Os vasos foram cobertos com isopor e papel aluminio
para evitar a entrada de luz. Para a afericdo da oxigenacédo da solugao nutritiva foi
inserido um tubo de PVC com perfuragdes laterais, em cada uma das unidades

experimentais, conforme ilustrado na figura 1.

Figura 1. Esquema ilustrativo da unidade experimental contendo duas plantas de
eucalipto e um tubo de acesso perfurado para afericdo da concentracido de O2 na
solugéao de cultivo

Iy

15,5 cm

As plantas foram cultivadas em vasos preenchidos com areia lavada,
esterilizada e umedecida com solugao nutritiva de Clark modificada por LOCATELLI

et al., (1984) e com adaptagdes realizadas também no presente trabalho (Tabela 1).
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Previamente a aplicagao dos tratamentos, as plantas foram aclimatadas por
67 dias. Nos primeiros 37 dias do periodo de aclimatagao, foi realizada a aplicagao de
todos os nutrientes (tabela 1). Nos ultimos 30 dias do periodo de aclimatagéo, as

plantas ndo receberam aplicagcdes de Mn e Zn, via solugéo nutritiva.

Tabela 1. Solugdo nutritiva utilizada no trabalho*

Reagentes Concentragéo
(mMol.L")

Mg (NO3)2 0,6
KNOs 0,93
Ca (NOs)2 0,5975
NH.4Cl 2,925
CaClz 0,7025
KaSO4 0,3
KH2PO4 0,138
(MMol.L7)

Fe-EDTA 40
MnCl2 7
HsBOs 19
ZnSOq 2
CuSOq 0,5

NHsMoO4 0,086

*Fonte: Solu¢do de Clark modificada por LOCATELLI et al., (1984); LOCATELLI et al., (1984) com
adaptacoes. As fontes de Mn e Zn foram aplicadas apenas durante a fase de aclimatacdo das mudas
e retiradas 30 dias antes da aplicacdo dos tratamentos.

Nos tratamentos submetidos a hipdxia, a concentracdo de O2 foi mantida em
valores inferiores a 4 mg L' de solugdo. Para tanto, o substrato foi mantido saturado
e 0s niveis de oxigenacao da solucdo foram determinados diariamente utilizando
oximetro microprocessado (marca Alfakit®, modelo AT -160). Nos tratamentos sem

hipdxia, os vasos foram mantidos ndo saturados.

Foram realizadas amostragens de folhas para avaliagao do extravasamento

de eletrdlitos (86 dias apds imposigcao dos tratamentos). Para a analise, doze discos
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foliares foram retirados da quarta ou quinta folha de ramos presentes, no tergco médio
da planta, em cada uma das unidades experimentais utilizando perfurador de cobre
(@ = 8 mm). Os discos coletados foram entdo imersos em 20 mL de agua deionizada
e mantidos por 12 horas a temperatura de 25 °C. Em seguida, quantificou-se a
condutividade inicial do meio (Xi), utilizando um condutivimetro (Orion, model 115) e
as placas foram transferidas para estufa de secagem onde foram mantidas por 2 horas
a uma temperatura de 90 °C. ApoOs seu resfriamento, foi aferida a condutividade
elétrica do meio (condutividade final - Xf). O extravasamento de eletrdlitos foi
calculado pela seguinte formula: EE %: [(Xi/Xf) x 100] (CAMPOS; PHAM THI, 1997).

Apos 77 dias do periodo de imposicao da hipdxia, foi realizada a coleta de
amostras de folha para avaliagdo da atividade de enzimas (superdxido dismutase
(SOD), catalase, peroxidases (POX), ascorbato peroxidase), concentragdo de
pigmentos, aminoacidos, prolina, fendis totais, agucares soluveis, amido e glicose.
Para tanto, amostras de folha totalmente expandidas foram coletadas no intervalo
entre 11:00 e 12:00h, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
a-80 °C.

Ao fim do periodo de hipdxia (77 dias apds a aplicagao dos tratamentos), a
parte area de uma das plantas de cada parcela foi cortada em regidao préxima ao
substrato. Em seguida, a parte aérea das plantas foi dividida em trés componentes
(folhas, caule e ramos). Todo o material vegetal foi seco em estufa de circulagéo
forgcada de ar (60 °C) até atingir massa constante, para determinagdo da massa seca
de cada componente. Apds a coleta, os vasos foram drenados. As plantas restantes
foram mantidas nos vasos sob aeragao normal, por 69 dias, quando foram cortadas e

avaliadas a massa seca do material vegetal foi determinada.

2.1- Determinacao de teores de nutrientes nas plantas

Apos a secagem, o material vegetal foi triturado em moinho tipo Willey e e
digerido em solugédo nitroperclérica (4:1, v:v), na relagdo 1:10 (material vegetal:
solugcao extratora). Em seguida, os teores de Zn e Mn foram determinados por
espectroscopia de emissao atdbmica (Agilent Technologies 200 Series AA e modelo
240FS AA, USA) (JACKSON, 1956).
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2.2- Determinacgao de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Durante a condugédo do experimento foram determinadas avaliagdes das taxas de
assimilagdo liquida de carbono (An), conduténcia estomatica (gs), concentragéo
interna de CO2 (Ci) e variaveis de fluorescéncia da clorofila a. As analises foram
realizadas por meio de analisador de gas a infravermelho (IRGA, LI-COR Inc. LI-
6400XT, Lincoln, EUA) com fluorémetro acoplado (LI-COR Inc LI-6400-40, Lincoln,
EUA).

Foram utilizadas a terceira ou quarta folha completamente expandida a partir do
apice do ramo central das plantas. As avaliagdes de An, gs, € Ciforam realizadas entre
7:00 e 12:00h (horario local) sob luz saturante artificial (1400 pmol m s*1). Para a
quantificacado foi utilizado intensidade luminosa artificial de 1400 pmol de fotons e
concentragéo de CO2 em torno de 400 ppm com umidade entre 40 e 70 %. A atmosfera
referencial foi captada e direcionada para um recipiente homogeneizador (buffer)
antes de alcancar a camara foliar (CAVATTE et al., 2012).

A avaliacéo de variaveis da fluorescéncia da clorofila a foi realizada apds as 19:00h
(horario local) sob completa escuriddo utilizando a metodologia descrita por DA
MATTA et al, (1997).

2.3- Avaliagao da atividade de enzimas e compostos do complexo

antioxidativo

Para a quantificacdo da atividade das enzimas antioxidativas superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POX), foi preparado extrato
enzimatico (extrato enzimatico bruto) a partir de 5 mg de tecido foliar liofilizado e
macerado em moinho de bolas por 4 minutos a 27 Hz. Em seguida, 50 mg de
polivinilpirrolidona (PVPP) e 450 uL da solugdo tampao de extragdo contendo 0,1 M
fosfato de potassio a pH= 6,8, 0,1 mM de EDTA de sd6dio e 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsufonil foram adicionados ao material, que foi centrifugado por 15 min, a
15000 g (4 °C). O sobrenadante obtido foi utilizado para a analise da atividade
enzimatica (procedimento adaptado de GIANNOPOLITIS; RIES, 1977; HAVIR;
MCHALE, 1987; KWAK et al., 1996; PEIXOTO et al.,, 1999) e proteinas totais
(BRADFORD, 1976).
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A atividade da SOD foi determinada por meio da reagao de 10 pL de extrato
enzimatico bruto acrescido de 200 pL do tampao (fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8,
contendo EDTA 0,1 mM e metionina 19,5 mM), 60 pL de riboflavina 10 yM e 30 pL de
azul de p-nitro tetrazolio (NBT). A reac&o foi conduzida em leitor de microplaca de
ELISA em uma camara de reacao iluminada com luz fluorescente de 15 watts por 10
minutos. Para o branco, outra placa contendo o mesmo material foi mantida no escuro
pelo mesmo periodo. Ao fim do periodo de exposicédo a luz, a atividade da SOD foi
determinada a partir da quantificagdo de formazana azul, formada pela inibicado da
reducao do NBT. A absorbancia do extrato foi quantificada em leitor de microplacas
ELISA a 560 nm. Definiu-se uma unidade (1U) de SOD como a quantidade de enzima
necessaria para inibir em 50 % da fotorredugdo do NBT (GIANNOPOLITIS; RIES,
1977).

A atividade da CAT foi determinada por meio da reagao de 5 pL de extrato
enzimatico bruto acrescido de 295 uL de fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 contendo
H202 20 mM. A atividade da CAT foi determinada por meio do consumo de H20:2
determinado pelo decréscimo da absorbancia a 240 nm em leitor de ELISA
(Multiskan Go Thermo Scientific) com 1 min de incubacédo a 30 °C e realizando 70
leituras em intervalos de 8 segundos (HAVIR; MCHALE, 1987).

A quantificacado da atividade POX foi realizada por meio da reacao de 5 uL do
extrato enzimatico bruto acrescido 195 uL de fosfato de potassio 25 mM, pH = 6,8,
contendo 20mM de H202¢e 5 pL de pirogalol 20 mM. A determinacgao foi realizada com
o auxilio do leitor microplacas ELISA no comprimento de onda de 470 nm de
absorvancia, por 1 min de incubacao a 25 °C, 70 leituras a intervalo de 8s. A atividade
foi calculada baseada na extingdo do coeficiente molar de 2,47 mM-'cm™! e expresso

em pmol de purpurogallina min-'mg proteina' (KWAK et al., 1996).

2.4- Anadlise de pigmentos fotossintéticos, aminoacidos, proteinas,
ascorbato, dehidroascorbato, fendis totais, prolina, malato,

acucares soluveis e amido

Para realizagcdo da extragdo metanolica, adicionou-se em 10 mg de tecido
foliar liofilizado e 700 uL de metanol 100 %. Em seguida, foi realizada a agitacdo em

vortex do material. Posteriormente, as amostras foram levadas ao Thermomixer



18

Confort (Eppendorf®) por 20 minutos a 80 °C e 750 rpm. As amostras foram entéo
centrifugadas por 15 minutos a 4 °C e 13300 rpm. O material sobrenadante foi
coletado e transferido para um tubo eppendorf (2 mL), para quantificagéo de clorofilas
e carotenoides. Ao restante do sobrenadante adicionou-se 375 pL de cloroférmio
(100 %) e em seguida agitou-se em vortex eacrescentou-se 750 pL de H20 antes de
realizar nova agitacdo em vortex. Posteriormente, o material obtido foi centrifugado
por 10 minutos a 4 °C e 13300 rpm. A fase superior (transparente) foi recolhida e
transferida para outro eppendorf, que foi armazenado a -20 °C para quantificacdo de
glicose, frutose, sacarose, aminoacidos totais, prolina e malato. Ao final, o pellet foi
lavado com etanol 70 % para posteriores quantificagdes de proteinas soluveis totais e
amido.

A determinacao dos teores de clorofilas (a e b) e carotenoides, foi realizada
em leitor de microplacas de ELISA (Thermo Scientific™ Multiskan™), conforme
descrito por (WELLBURN, 1994), utilizando-se uma aliquota de 100 yL de extrato
metandlico

Os aminoacidos totais foram determinados como descrito por YEMM,;
COCKING; RICKETTS, (1955). Para tanto, foi preparado um mix contendo 50 uL de
extrato metandlico, 50 pyL de tampao citrato de sédio 1 M (pH 5,2) com 0,2 % de acido
ascorbico e 100 pL de nihidrina 1 % em etanol 70 %. O material foi vedado em placa
com fita aluminica termorresistente e levado ao termomixer por 20 minutos a 95 °C. A
reacao foi quantificada em leitor de microplacas ELISA a 570 nm e a absorbancia
comparada a curva padrao de leucina (1 mM).

A determinagdo do conteudo de proteinas soluveis totais foi realizada
conforme descrito por BRADFORD, (1976). Para tanto foi utilizado o pellet
remanescente do tubo apds lavagem com metanol 400 yL de NaOH 0,1 M. O material
foi homogeneizado por meio de um vértex e incubado por uma hora a 95 °C sob
agitacdo de 750 rpm. Os tubos foram centrifugados a 13500 rpm por 5 min € 4 °C.
Posteriormente, coletou-se uma aliquota de 5 pL do sobrenadante e adicionou-se a
uma microplaca contendo 250 pL de reagente Bradford. A determinagédo do teor de
proteina foi realizada em leitor de microplacas ELISA no comprimento de onda de 595
nm e por meio de uma curva de calibragdo contendo albumina de soro bovino (BSA),

como padrao.
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A quantificacdo dos teores de ascorbato (ASA) e dehidroascorbato (DHA), foi
realizada conforme descrito por ARAKAWA et al, (1981). Para tanto 10 mg de material
liofilizado foram adicionados a 400 pL de tampéao de extracédo gelado (HCI 100 mM +
EDTA 1 mM). Posteriormente o material foi agitado em vortex e centrigugado por 5
minutos a 12.000 G e 4 °C. Para a montagem da placa, em 10 yL do material obtido
(padréao) foi adicionado 10 uL de DTT 10 mM em tampao fosfato de Na 400 mM, pH
7,4 e também foi adicionado 10 pL de tampao fosfato de Na 400 mM, pH 7,4. A placa
foi vedada e levada ao termomixer a 42 °C por 20 minutos. Uma segunda placa foi
montada com 10 pL de extrato padréo, 10 pL de H20, 20 pL tampéo fosfato de Na
400 mM, pH 7,4 e 80 pL de reagente de cor (A:TCA 0,6 %, H3PO4, 15,3 % e FeCls
0,6 % e B: 2,2-dipyridyl 4 % em etanol 70 %). A placa foi vedada e levada ao
termomixer a 42 °C por 45 minutos. A quantificacdo foi realizada em leitor de
microplacas ELISA a 520 nm.

A atividade da prolina foi determinada como descrito por CARILLO;
GIBON, (2011). Para tanto, adicionou-se em 50 pL de extrato metandlico 100 pL de
nihidrina 1 % contendo etanol 20 % e acido acético 60 %. O material foi vedado em
placa com plastico de vedacgao de placas para RT-PCR e levado ao termomixer por
20 minutos a 95 °C. A reacgao foi quantificada por leitor de microplacas ELISA no
comprimento de onda de 520 nm. As absorbancias obtidas foram comparadas a curva
padréo de prolina (1 mM).

O malato foi determinado de acordo com a metodologia de NUNES-NESI et
al, (2007). Para tanto, adicionou-se a uma aliquota de 50 uL de extrato metandlico, 25
ML de tampéo Tricina (KOH 0,4 M + MgCls 20 mM) a pH = 9, 10 pL de MTT
(methylthiazoyldiphenyl-tetrazolium bromide) 10 mM, 5 pL de NAD* 60 mM, 2 uL de
PES (Phenazine ethosulfate) 20 mM, 5 pL de Triton 10 % e 3 yL de H20. A reacéo foi
quantificada em leitor de microplacas ELISA no comprimento de onda de 570 nm.

As concentracbes de glicose, frutose e sacarose foram determinadas
seguindo a metologia de FERNIE et al, (2001). Para tanto, foi adicionada a uma
aliquota de 50 pL de extrato metandlico, 160 uL de tampao quantificado (150 yL de
tampéao Hepes/KOH 0,1 M, 3 mM MgCI2 pH 7,0, 4,65 puL de ATP 109 mM (60 mg/mL)
4,65 pL de NADP+ 48,4 mM (36 mg/mL) 0,77 uL de Glicose-6P desidrogenase (G6-
PDH) (700 U/mL)). A determinacao foi realizada com leitor de microplacas Elisa e

determinada no comprimento de onda de 340 nm até estabilizacdo da densidade
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optica (OD). Posteriormente, foram adicionados 1,5 U de Hexocinase (HK: 1,5 U/5 pL),
0,7 U de phosphoglucose isomerase (PGI: 0,7 U/5 uL), 5 U de Invertase (5 U/5 uL).
As determinacdes foram realizadas em intervalos de 40 minutos entre aplicacdes e 1
minuto de intervalo entre cada leitura.

O amido foi determinado seguindo protocolo proposto FERNIE et al, (2001).
Para tanto foi foram adicionados em 40 pL de extrato, 60 yL de mix (59 pL de tampao
acetato de sodio 50 mM, pH 4,9; 1 yL de amiloglicosidase (170 U/mL); 0,012 pL a-
amilase (325 U/mL)). As amostras foram incubadas em pernoite 37° C. Posteriormente,
retirou-se uma aliquota de 50 pL do extrato obtido e adicionou-se 160 uL de mix (150
ML de tampao Hepes/KOH 1 M + 30 mM MgClz, pH 7,0 + 4,65 yL de ATP 109 mM (60
mg/mL) 4,65 uyL de NADP+ 48,4 mM (36 mg/mL) e 0,77 uL de Glicose-6P
desidrogenase (G6-PDH) (700 U/mL). Realizou-se uma primeira medigdo da reagéo
em leitor de microplacas ELISA no comprimento de onda de 340 nm, até estabilizacao
da densidade o6tica (OD), e apds, foi adicionado hexocinase (2 U/5 uL reagcédo). Em
seguida, a reagao foi novamente quantificada por 60 minutos em intervalos de 1
minuto entre as leituras. A concentracdo do amido foi determinada a partir da

quantidade de glicose considerando-se a lei de Lambert-Beer:

2.5- Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (P < 0,1). Para a
avaliacao das premissas de normalidade dos residuos e aditividade foram aplicados
os testes de Shapiro-Wilk e de Bartlett. Todas as analises estatisticas foram realizadas
utilizando o software R (versao 4.1.1) (RSTUDIO TEAM, 2021).
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3. RESULTADOS
3.1- Teor de Mn e Zn nas plantas 77 dias apoés a instalagao do

experimento

Houve aumento dos teores de Mn e reducao dos teores de Zn nos tecidos das
plantas conduzidas sob hipdxia (tabela 2 e 3 respectivamente). Em média, nesses
tratamentos, os teores de Mn aumentaram 59,0 % nas folhas e 58,2 % nos
componentes lenhosos da parte aérea das plantas (caule + ramos). Para os mesmos
tratamentos, os teores de Zn reduziram 20,2 % nas folhas e 26,2 % nos tecidos de

caule e ramos.

A aplicacéao foliar de Mn teve efeito positivo no teor desse micronutriente nos
tecidos das folhas das plantas (aumento médio de 52,5 %) e ndo afetou sua

concentracao nos tecidos do caule e ramos.
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Tabela 2. Teores médios de Mn nas folhas e caule + ramos de plantas de eucalipto 77
dias apods a aplicacao de tratamentos com e sem hipdxia e com aplicagao foliar de
micronutrientes (Zn e Mn)

Tratamento Folha - Mn Caule + Ramo - Mn
S/ Hipéxia | - mg kg -1 ------m-eemee-
S/Mn
S/ Zn 408,94 (100,43) 202,55 (51,81)
C/Zn 470,89 (139,24) 205,43 (40,24)
Média 439,92 (119,02) 203,99 (43,76)
C/Mn
S/ Zn 623,72 (124,85) 195,25 (46,33)
C/Zn 705,94 (312,70) 344,34 (69,43)
Média 664,83 (228,61) 195,16 (55,65)
Média Geral 552,37 (211,61) 199,58 (48,93)
C/ Hipdxia
S/Mn
S/ Zn 673,62 (132,50) 291,23 (79,55)
C/Zn 784,30 (256,98) 301,29 (83,32)
Média 735,11 (207,38) 296,26 (76,98)
C/Mn
S/ Zn 792,51 (57,20) 331,49 (61,34)
C/Zn 1222,2 (417,46) 344,34 (48,28)
0
Média 1007,3 (360,83) 337,20 (52,93)
5
Média Geral 878,39 (322,05) 315,66 (68,18)
Resultados da Analise de Variancia
hipOXia *** ***
adub Zn * ns
adub Mn = ns
hipoxia x adub Zn ns ns
hipoxia x adub Mn ns ns
adub Zn x adub Mn ns ns
hipoxia x adub Zn x adub Mn ns ns
CV (%) 34,96 25,18

%, ** e *indicam efeitos significativos (P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,1, respectivamente); ns indicam
efeitos nao significativos. CV - Coeficiente de variagdo. Os valores entre parénteses indicam o desvio
padrao da media de cada tratamento.

Nos tratamentos com aplicagao foliar de Zn, o teor desse nutriente aumentou,

em média, 62,3 % e 30,5 % nos tecidos das folhas e caules + ramos respectivamente.

E vélido destacar ainda que os maiores incrementos nos teores foliares de Zn em

reposta a sua aplicagao foliar foram observados nos tratamentos com hipoéxia.
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Tabela 3. Teores médios de Zn nas folhas e caule + ramos de plantas de eucalipto 77
dias apods a aplicagao de tratamentos com e sem hipdxia e com aplicagao foliar de

micronutrientes (Zn e Mn)

Tratamento Folha - Zn Caule + Ramo
-Zn
S/ Hipéxia | e mg kg -1 -----mmeeeeee-
S/Mn
S/ Zn 14,61 (1,95) 9,65 (0,54)
C/Zn 18,86 (4,34) 10,14 (1,60)
Média 16,74 (3,88) 9,92 (1,21)
C/Mn
S/ Zn 17,24 (4,76) 9,05 (1,77)
C/Zn 23,13 (5,57) 10,80 (1,00)
Meédia 20,19 (5,79) 9,93 (1,64)
Média Geral 18,46 (5,11) 9,92 (1,41)
C/ Hipoxia
S/Mn
S/ Zn 9,57 (2,04) 574 (1,48)
C/Zn 15,53 (4,36) 7,49 (1,58)
Média 12,88 (4,58) 6,61 (1,72)
C/Mn
S/ Zn 11,71 (3,63) 7,68 (1,64)
C/Zn 21,13 (5,69) 8,66 (1,53)
Média 16,42 (6,70) 8,11 (1,58)
Meédia Geral 14,74 (5,92) 7,32 (1,78)

Resultados da Analise de Variancia

hipoxia R A

adub Zn - -

adub Mn R i

hipoxia x adub Zn ns ns
hipoxia x adub Mn - ns
adub Zn x adub Mn ns ns
hipoxia x adub Zn x adub ns ns

Mn

CV (%) 27 17,1

&%, ¥ e *indicam efeitos significativos (P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,1, respectivamente); ns indicam
efeitos nao significativos. CV - Coeficiente de variacdo. Os valores entre parénteses indicam o desvio
padrao da media de cada tratamento. O desdobramento dos efeitos das interacbes significativas é

apresentado no material suplementar.
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3.2- A aplicagao foliar de Mn e Zn reduziu alguns dos efeitos negativos

da hipdxia sobre as trocas gasosas das plantas

Dois dias apds aplicacdo dos tratamentos, houve forte reducdo da taxa
fotossintética (An) nas plantas submetidas a hipoxia (Figura 2). Tratamentos que
receberam aplicacdo de Zn e Mn apresentaram reducéo da taxa fotossintética. No
entanto, apds 43 dias, tratamentos que receberam Mn passaram a apresentar maior
taxa fotossintética comparativamente aos demais. As taxas fotossintéticas das plantas

que receberam Zn também aumentaram 47 dias apos a aplicagao dos tratamentos.

Figura 2. Taxa fotossintética em mudas de eucalipto 77 dias apds a aplicagdo de

tratamentos com e sem hipoxia e aplicagao foliar de micronutrientes (Zn e Mn)

—a&— Hipoxia - s/Zn e Mn —=e— Hipdxia - ¢/Mn A
20 —— Hipdxia - c/Zn —— Hipdxia - ¢/Zn e Mn
-++O---Normoxia - s/Zn e Mn +++O--- Normoxia - ¢/Mn

Os pontos circulados no grafico indicam efeito significativo para hipdxia (P < 0,01). Os simbolos indicam
efeito significativo para as variaveis assinaladas em paréntesis de acordo com o teste F. *: Zn (P <
0,1), +: adub Zn x adub Mn (P < 0,1), +: Hip6xia*Mn (P < 0,1), *:adub Zn, adub Mn, hipoxia*adub Mn,
hipoxia*adub Zn*adub Mn (P < 0,01). O desdobramento dos efeitos das interagbes significativas é
apresentado no material suplementar.

Foi constatada queda da condutancia estomatica das plantas apds 7 dias da
hipoxia (Figura 3) e detectados aumentos dos valores de conduténcia estomatica dos

tratamentos com Mn 43 dias apds a aplicagao dos tratamentos.
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Figura 3. Condutancia estomatica de mudas de eucalipto 77 dias apds a aplicagao de
tratamentos com e sem hipoxia e aplicagao foliar de micronutrientes (Zn e Mn)

—&@— Hipoxia - s/Zne Mn —@=— Hipoxia - ¢/Mn —— Hipoxia - ¢/Zn
—&— Hipdxia - ¢/Zne Mn  ---0O--- Normoxia - s/Zn e Mn ---O--+ Normoxia - ¢/Mn
-++#x--- Normoxia - ¢/Zn +++$--- Normoxia - ¢/Zn e Mn
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Os pontos circulados no grafico indicam efeito significativo para hipéxia (P<0,01). Os simbolos indicam
o efeito significativo assinalados em parénteses de acordo com o teste F. 4: adub Zn x adub Mn (P <
0,1), +: Hipéxia*Mn (P < 0,1), ®(Mn; hipoxia*adub Mn), ¢: adub Mn; adub Zn*adub Mn (P < 0,1), V:
hipoxia*adub Zn*adub Mn (P < 0,01), *: hipoxia*adub Mn, adub Zn*adub Mn (P < 0,05). O
desdobramento dos efeitos das interacdes significativas é apresentado no material suplementar.

Houve queda da concentragdo de carbono interno (Ci) aos 2 e 26 dias apos
a aplicacao dos tratamentos com hipdxia (Figura 4). Adicionalmente, 12 dias apds a
aplicacao dos tratamentos, foi observado efeito negativo da aplicacdo de Zn nos
valores de Ci.
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Figura 4. Carbono interno em mudas de eucalipto 77 dias apds a aplicagdo de
tratamentos com e sem hipoxia e aplicagao foliar de micronutrientes (Zn e Mn)

—— Hipoxia - s/Zn e Mn —@— Hipdxia - ¢/Mn —— Hipdxia - ¢/Zn
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-++fx--- Normoxia - ¢/Zn +++$--- Normoxia - ¢/Zn e Mn
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Os pontos circulados no grafico indicam efeito significativo para hipoxia (P < 0,1). Os pontos circulados
no gréafico indicam efeito significativo para hipoxia. Os simbolos indicam o efeito significativo
assinalados em parénteses de acordo com o teste F.*x: Zn (P < 0,1).

3.3- Fluorescéncia da clorofila a

Apos 21 dias de indugdo a hipdxia, foram quantificados os valores de
fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fm), Eficiéncia Fotoquimica (Fv/Fm)
e razao (Fv/Fo), sem efeito dos tratamentos para as variaveis Fo, Fv/Fm e Fv/Fo
(Tabela 4). Houve reducgao apenas dos valores de Fm (2,9 %) em plantas submetidas

a hipodxia.
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Tabela 4. Fluorescéncia basal (Fo); fluorescéncia maxima (Fm); eficiéncia quantica potencial
do PS Il (Fv/Fm) e razdo Fv/Fo em mudas de eucalipto apds a aplicagao de tratamentos com
e sem hipoxia e aplicacéo foliar de micronutrientes (Zn e Mn)

Tratamento Fo Fm Fv/Fm Fv/Fo
S/ Hipoxia
S/Mn
S/ Zn 639,90 (97,02) 317426 (154,19) 0,80 (0,02) 4,03 (0,55)
C/Zn 602,01 (82,97) 3101,99 (180,73) 0,81 (0,02) 4,20 (0,45)
Média 623,06 (87,68) 3142,14 (159,96) 0,80 (0,02) 4,10 (0,49)
C/Mn
S/ Zn 659,38 (71,96) 3227,90 (154,22) 0,80 (0,02) 3,93 (0,42)
C/Zn 641,56 (93,47) 3146,70 (165,80) 0,80 (0,02) 3,97 (0,58)
Média 650,47 (79,20) 3187,30 (156,90) 0,80 (0,02) 3,95 (0,48)
Média Geral 637,49 (82,16) 3165,91 (155,62) 0,80 (0,02) 4,02 (0,48)
C/ Hipoxia
S/Mn
S/ Zn 669,66 (197,26) 3095,43 (475,77) 0,78 (0,06) 3,82 (1,00)
C/Zn 687,71 (46,33) 2894,34 (417,68) 0,76 (0,04) 3,24 (0,81)
Média 678,68 (79,20) 2994,89 (156,90) 0,77 (0,02) 3,53 (0,48)
C/Mn
S/ Zn 637,59 (64,55) 328452 (185,11) 0,81 (0,01) 4,18 (0,39)
C/Zn 632,75 (89,57) 3016,21 (327,98) 0,79 (0,04) 3,84 (0,79)
Média 635,17 (73,65) 3150,37 (288,16) 0,80 (0,03) 4,01 (0,61)
Média Geral 656,93 (108,42) 3072,63 (367,96) 0,78 (0,04) 3,77 (0,79)
Resultados da Analise de Variancia
hipoxia ns * ns ns
adub Zn ns ns ns ns
adub Mn ns ns ns ns
hipoxia x adub Zn ns ns ns ns
hipoxia x adub Mn ns ns ns ns
adub Zn x adub Mn ns ns ns ns
hipoxia x adub Zn x adub ns ns ns ns
Mn
CV (%) 21,5 18,44 584,04 23,28

&%, ©* e * indicam efeitos significativos (P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,1, respectivamente) de acordo com

o teste F.

3.4- Extravasamento de eletrélitos

Houve redugdo do extravasamento de eletrdlitos nas folhas das plantas

cultivadas com hipoxia (86 dias apds imposicdo do estresse), sem efeito dos

tratamentos com micronutrientes sobre essa variavel (Figura 5).
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Figura 5. Extravasamento de eletrolitos em mudas de eucalipto apds a aplicagéo de
tratamentos com e sem hipdxia e aplicag&o foliar de micronutrientes (Zn e Mn)
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2%, 7 e * indicam efeitos significativos (P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,1, respectivamente) de acordo com

oteste F.

3.5- Teores de clorofilas, agucares solluveis, amido, proteinas sollveis
totais e aminoacidos totais

Diminuigdes significativas foram observadas nas clorofilas totais e na razéo
clorofila a/b entre as plantas submetidas a hipoxia e as que permaneceram em
normoxia (Figura 6). No entanto, ndo houve efeito dos tratamentos com Mn e Zn sobre
essas variaveis. A concentracdo de carotenoides reduziu na presenca de hipodxia e

apresentou aumento nos tratamentos com Zn (Figura 7).
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Figura 6. Concentracdo total média de clorofila em mg/g matéria seca (A) e razao
clorofila a/b (B) em mudas de eucalipto apds a aplicagao de tratamentos com e sem
hipdxia e aplicagao foliar de micronutrientes (Zn e Mn)
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%, ©* e * indicam efeitos significativos (P < 0,01, P <0 ,05 e P < 0,1, respectivamente) de acordo com
oteste F.

Figura 7. Carotenoides em mudas de eucalipto apds a aplicagao de tratamentos com
e sem hipodxia e aplicacao foliar de micronutrientes (Zn e Mn)
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, “* e & indicam efeitos significativos (P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,1, respectivamente) de acordo com
oteste F.

Maiores concentragdes de glicose, frutose e sacarose foram observadas nos
tratamentos com hipdxia. Em geral, os tratamentos que receberam a aplicagao foliar

de Mn apresentaram menores teores desses agucares.
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O estresse hidrico reduziu os teores de aminoacidos na planta, contudo, néo
houve efeito da aplicagcdo de Zn e Mn. Nao houve diferenga entre os tratamentos

quanto ao teor total de proteinas.
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Figura 8. Glicose (A), frutose (B), sacarose (C), aminoacidos soluveis totais (D) e
proteinas soluveis totais (E) em mudas de eucalipto apds a aplicagdo de tratamentos
com e sem hipoxia e aplicagao foliar de micronutrientes (Zn e Mn)
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2%, ** e * indicam efeitos significativos (P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,1, respectivamente) de acordo com

o teste F.
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Houve efeito da disponibilidade de oxigénio, da aplicacdo de Mn e Zn e da
interagdo entre hipoxia x adubagdo com Zn no teor de amido das plantas (tabela 5).
Houve também efeito da interacdo adubagdo com Zn x adubacdo com Mn sobre essa
variavel. As plantas submetidas a hipoxia acumularam menos amido nos tratamentos
sem aplicagado de micronutrientes e tiveram um elevado acumulo desse carboidrato
de reserva nos tratamentos com aplicacdo foliar de Mn e Zn. As plantas que
receberam aplicacdo foliar de Mn e Zn também apresentaram maiores teores de
amido nos tratamentos com hipdxia comparativamente aos tratamentos mantidos em

normoxia.
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Tabela 5. Teores de amido em mudas de eucalipto apds a aplicagao de tratamentos
com e sem hipoxia e aplicagdo foliar de micronutrientes (Zn e Mn)

Tratamento Amido
S/ Hipéxia | - pumol.g MS -----
S/Mn
S/ Zn 81,65 (15,41)
C/Zn 101,59 (18,37)
C/Mn
S/ Zn 128,35 (563,17)
C/Zn 110,26 (45,60)
Meédia 105,46 (38,09)
C/ Hipoxia
S/Mn
S/ Zn 70,82 (19,66)
C/Zn 242,25 (100,85)
C/ Mn
S/ Zn 165,29 (51,39)
C/Zn 252,62 (57,62)
Meédia 182,75 (95,24)
Resultados da Analise de Variancia
Hipoxia *
adub Zn *
adub Mn *x
hipoxia x adub Zn *
hipoxia x adub Mn ns
adub Zn x adub Mn =
hipoxia x adub Zn x adub Mn ns
CV (%) 36.06

%, ** e *indicam efeitos significativos (P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,1, respectivamente); ns indicam
efeitos nao significativos. CV — Coeficiente de variagdo. Os valores entre parénteses indicam o desvio
padrao da media de cada tratamento.

Os teores de prolina aumentaram em plantas submetidas a hipdxia (aumento

de 38,6 %) (Tabela 6). No entanto, houve redugdo do teor desse metabdlito nas

plantas sob estresse que receberam aplicagédo de Mn (redugéo de 39,57 %).



34

Tabela 6. Teores de prolina em mudas de eucalipto apos a aplicagao de tratamentos

com e sem hipoOxia e aplicagdo foliar de micronutrientes (Zn e Mn)

Tratamento Prolina
S/ Hipéxia | - pumol.g MS™ ---
S/Mn
S/ Zn 3,72 (0,46)
C/Zn 2,01 (0,22)
Média 2,86 (0,97)
C/ Mn
S/ Zn 3,43 (1,18)
C/Zn 2,97 ,02)
Meédia 3,20 (1,07)
Meédia Geral 3,03 (10,68)
C/ Hipoxia
S/Mn
S/ Zn 4,74 (1,21)
C/Zn 5,71 (2,36)
Média 5,23 (1,84)
C/ Mn
S/ Zn 3,09 (0,78)
C/ Zn 3,24 (0,63)
Meédia 3,16 (0,67)
Média Geral 4,20 (1,71)
hipoxia *
adub Zn ns
adub Mn **
hipoxia x adub Zn **
hipoxia x adub Mn ns
adub Zn x adub Mn *
hipoxia x adub Zn x adub Mn ns
CV (%) 31,46

2%, ™ e *indicam efeitos significativos (P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,1, respectivamente); ns indicam
efeitos nao significativos. CV — Coeficiente de variagdo. Os valores entre parénteses indicam o desvio
padrdo da media de cada tratamento. O desdobramento dos efeitos da interagdes significativas é

apresentado no material suplementar.

Nos tratamentos com hipdxia houve aumento do teor de malato (aumento de

57,5 %) nas plantas (Tabela 7). No entanto, nas plantas que receberam a aplicagéo

de Mn e Zn houve reducdo do teor desse metabdlito, nos tratamentos com e sem

estresse (reducgéo de 26,5 % e 41,14 % em normoxia e 18,8 % e 4,32 % em hipdxia

para Mn e Zn respectivamente).
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Tabela 7. Teores de malato em mudas de eucalipto apds a aplicagao de tratamentos
com e sem hipoOxia e aplicagdo foliar de micronutrientes (Zn e Mn)

Tratamento Malato
S/ Hipéxia | - pmol.g MS ----
S/Mn
S/ Zn 88,49  (25,05)
C/Zn 43,51 (20,69)
Média 66,00 (32,11)
C/Mn
S/ Zn 107,62 (15,19)
C/ Zn 71,92  (31,68)
Média 89,77  (30,04)
Meédia Geral 77,88  (33,96)
C/ Hipdxia
S/Mn
S/ Zn 164,06  (23,33)
C/Zn 138,12  (15,68)
Média 151,09  (23,20)
C/ Mn
S/ Zn 86,74  (33,91)
C/ Zn 101,83  (32,09)
Média 94,28  (32,13)
Média Geral 122,69  (39,91)
hipoxia *
adub Zn *
adub Mn ***
hipoxia x adub Zn o
hipoxia x adub Mn *
adub Zn x adub Mn ns
hipoxia x adub Zn x adub Mn ns
CV (%) 27.04

2%, ™ e *indicam efeitos significativos (P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,1, respectivamente); ns indicam
efeitos nao significativos. CV — Coeficiente de variacdo. Os valores entre parénteses indicam o desvio
padrao da media de cada tratamento. O desdobramento dos efeitos da interacbes significativas é

apresentado no material suplementar.

Nao foram detectados efeitos dos tratamentos nos valores de ASA. As plantas

que receberam aplicacao foliar de Zn apresentaram aumento nos teores de DHA

(aumento de 214 % sob hipoxia e 47,7 % em hipoxia) (Tabela 8).
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Tabela 8. Teores de ascorbato, dehidro ascorbato em mudas de eucalipto apds a
aplicacao de tratamentos com e sem hipdxia e aplicagao foliar de micronutrientes (Zn
e Mn)

Tratamento ASA DHA
S/ Hipoxia | e pmol.g MS™ ----------
S/Mn
S/ Zn 96,09 (6,30) 6,49 (3,46)
C/Zn 69,63 (9,55) 20,39 (1,72)
Média 82,86 (15,90) 13,44 (7,76)
C/ Mn
S/ Zn 75,45 (17,97) 13,20 (4,34)
C/zZn 78,41 (9,24) 16,23 (6,50)
Média 76,93 (13,56) 14,72 (5,31)
Média Geral 79,89 (14,70) 14,08 (3,88)
C/ Hipoxia
S/Mn
S/ Zn 91,51 (25,69) 10,05 (3,26)
C/Zn 99,71 (32,01) 14,84 (5,29)
Meédia 95,61 (27,70) 12,45 (4,85)
C/ Mn
S/ Zn 94,00 (34,90) 13,50 (3,20)
C/Zn 87,45 (26,09) 12,09 (4,10)
Meédia 90,73 (29,25) 12,79 (3,54)
Meédia Geral 93,17 (27,84) 12,62 (4,14)
Resultados da Andlise de Variancia |
hipoxia ns ns
adub Zn ns *
adub Mn ns ns
hipoxia x adub Zn ns =
hipoxia x adub Mn ns ns
adub Zn x adub Mn ns **
hipoxia x adub Zn x adub ns ns
Mn
CV (%) 73.77 16.34

2%, ™ e *indicam efeitos significativos (P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,1, respectivamente); ns indicam
efeitos nao significativos. CV — Coeficiente de variacdo. Os valores entre parénteses indicam o desvio
padrao da media de cada tratamento. O desdobramento dos efeitos da interacdes significativas é
apresentado no material suplementar.

3.6- Avaliagcao da atividade de enzimas e compostos do complexo

antioxidativo
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Os valores de SOD (medidos ao fim do experimento) nao foram afetados pela
hipoxia, e, reduziram com a aplicagdo de Mn (redugéo de 7,76 % nos tratamentos com
hipoxia e Mn) (Tabela 9).

N&o foram constatados efeitos dos tratametnos sobre a atividade da catalase
ao fim do experimento. Para a POX, também nao houve diferengcas entre os
tratamentos com hipdxia e que receberam aeragcédo normal, no entanto, tratamentos
que receberam aplicagao foliar de Zn e Mn apresentaram aumento na atividade dessa
enzima (aumentos de 60 % e 245 % em normoxia e, 20 % e 13,6 % em hipdxia para

aplicagdes de Mn e Zn respectivamente).

Tabela 9. Valores da SOD, CAT e POX em mudas de eucalipto apds a aplicagdo de
tratamentos com e sem hipdxia e aplicagao foliar de micronutrientes (Zn e Mn)

Tratamento SOD CAT POX
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S/ Hipdxia --U mg™" proteina min ----umol H2O, mg 38roteina™ min -'----
1
S/Mn
S/ Zn 21,50 (5,31) 0,44 (0,18) 0,05 (0,01)
C/zZn 24,33 (7,77) 0,60 (0,49) 0,10 (0,05)
Média 22,92 (6,45) 0,52 (0,36) 0,07 (0,04)
C/ Mn
S/ Zn 23,53 (7, 59) 0,80 (1,30) 0,06 (0,01)
C/ Zn 34,75 (9,40) 1,41 (1,29) 0,28 (0,08)
Média 29,14 (9,99) 1,11 (1,26) 0,17 (0,13)
Meédia Geral 26,03 (8,79) 0,81 (0,95) 0,12 (0,11)
C/ Hipoxia
S/Mn
S/ Zn 26,41 (6,66) 0,54 (0,18) 0,06 (0,02)
C/zZn 32,36 (11,75) 0,75 (0,73) 0,14 (0,06)
Média 28,84 (13,59) 0,66 (0,54) 0,10 (0,06)
C/ Mn
S/ Zn 28,16 (8,73) 1,03 (1,06) 0,16 (0,06)
C/Zn 25,03 (6,30) 0,66 (0,35) 0,11 (0,06)
Média 26,60 (7,36) 0,84 (0,77) 0,13 (0,06)
Média Geral 27,99 (8,41) 0,76  (0,66) 0,12 (0,06)
Resultados da Analise de Variancia
Hipoxia ns ns Ns
adub Zn ns ns *
adub Mn ns ns *
hipoxia x adub Zn ns ns *
hipoxia x adub Mn = ns e
adub Zn x adub Mn ns ns ns
hipoxia x adub Zn x adub ns ns *
Mn
CV (%) 30,98 10 10

2%, ™ e * indicam efeitos significativos (P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,1, respectivamente); ns indicam
efeitos ndo significativos. CV — Coeficiente de variacdo. Os valores entre parénteses indicam o desvio
padrao da media de cada tratamento. O desdobramento dos efeitos da interagdes significativas é
apresentado no material suplementar.

3.7- Produgao de matéria seca dos componentes das plantas

Plantas submetidas a hipdxia apresentaram redugao significativa na massa
seca total (Figura 9) e foram também influenciadas negativamente pela aplicagéo foliar
de Zn durante a primeira fase do experimento. Os mesmos resultados puderam ser
observados para massa seca das folhas.

Para os caules e ramos tratamentos com Mn e Zn apresentaram menores

valores de massa seca.
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Figura 9. Massa seca dos componentes (A) Total, (B) Folha, (C) caule + ramo em
mudas de eucalipto apds a aplicacao de tratamentos com e sem hipdxia e aplicagcao
foliar de micronutrientes (Zn e Mn)
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%, ©* e *indicam efeitos significativos (P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,1, respectivamente); de acordo com
o teste F.

A area foliar também foi negativamente afetada pelo estresse hidrico, (Figura

10) sem efeitos dos tratamentos com Mn e Zn nessa variavel.

Figura 10. Valores de area foliar em mudas de eucalipto apés a aplicacao de
tratamentos com e sem hipdxia e aplicagao foliar de micronutrientes (Zn e Mn)
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2%, 7" e * indicam efeitos significativos (P < 0,01, P < 0,05 e P < 0,1, respectivamente) de acordo com
oteste F.

Apos 69 dias de recuperacdo do periodo de alagamento, as plantas
remanescentes foram cortadas para avaliagdo da massa seca € a area foliar. Apés a
recuperacao, mudas que haviam sido submetidas a hipdxia ndo apresentam diferenca
significativa na massa seca total com o tratamento controle (Figura 11).

Para o caule, tratamentos com Mn apresentaram os maiores incrementos de

massa seca apos o periodo de recuperagao.

Figura 11. Massa Seca dos componentes (A) Total, (B) Folha, (C) caule + ramo em
mudas de eucalipto apds a recuperacao ao periodo de hipdxia
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As médias seguidas pelo simbolo &, ** e * indicam efeitos significativos (P < 0,01, < 0,05e P < 0,1,
respectivamente) de acordo com o teste F.

Quanto a area foliar das mudas apo6s a recuperacido, nao houve diferenca
significativa entre as mudas submetidas a hipdxia e as que receberam aeragao normal
(Figura 12). Tratamentos que receberam aplicagdo de Mn apresentaram maior area

foliar.

Figura 12. Valores de area foliar em mudas de eucalipto apds a recuperagédo ao
periodo de hipdxia
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As médias seguidas pelo simbolo &, ** e * indicam efeitos significativos (P < 0,01, < 0,05e P < 0,1,
respectivamente) de acordo com o teste F.
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4. DISCUSSAO

4.1- Teor de nutriente na planta

A hipoxia provocou aumento dos teores de Mn e reduziu os teores de Zn nas
plantas (Tabela 2 e 3). Nessas condi¢cdbes ha aumento da atividade de formas
reduzidas de Mn em solugao, passiveis de serem absorvidas pelas plantas, o que
explica a maior absor¢cdo desse nutriente (KOZLOWSKI; PALLARDY, 1984; SILVA;
SOUSA; BOHNEN, 2003). Nao obstante, em ambientes pobres em Mn, a aplicagéo
desse nutriente pode ser necessaria. A proposito, deficiéncias desse nutriente tém
sido comuns em areas florestais, em locais sujeitos a alagamentos (Dados né&o
publicados — NUTREE).

Diferentemente do que ocorre com o Mn, a disponibilidade de Zn em solugao
normalmente reduz em condigdes de hipoxia (CAMARGO; SANTOS; ZONTA, 1999).
Adicionalmente, dentre outros problemas metabdlicos desencadeados pela baixa
disponibilidade de O2 para as plantas, sua capacidade de absorcao e transporte de
nutrientes é reduzida (TROUGHT; DREW, 1980), inclusive com redugéo da expressao
de importantes transportadores de metais (PARENT et al., 2008). Em conjunto, esses
efeitos explicam, pelo menos em parte, os menores teores de Zn em plantas
submetidas a hipoxia.

As plantas que receberam aplicagao foliar de Zn e Mn apresentaram maiores
concentracbes desses nutrientes. A aplicagdo foliar de micronutrientes € uma
estratégia de adubacdo importante para complementagcao da fertilizacdo via solo
(NACHTIGALL; NAVA, 2010). Em situagcées em que a planta tem sua capacidade de
absorcao de nutrientes via raizes comprometida, esse tipo de pratica pode ser chave
para a reducdo de problemas nutricionais. Contudo, a adubacgao foliar, comum na
eucaliptoculutra em ambientes secos (ex.: aplicagao foliar de B durante periodos de
estiagem), ainda é pouco estudada para o alivio de problemas nutricionais em

situagdes de hipoxia.
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4.2- Crescimento da planta, taxa fotossintética, condutancia estomatica

e carboidratos

A deficiéncia de O2 esta associada a multiplas modificagées metabdlicas
nas plantas (BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008). A redugdo da condutancia
estomatica é uma das primeiras respostas fisioldgicas das plantas a hipdxia, com forte
efeito negativo na aquisicdo de CO2 e fotossintese (BRADFORD; HSIAO, 1982).
Estes efeitos também foram observados neste trabalho, em todos os tratamentos em
que as plantas foram submetidas a hipdxia, com e sem pulverizagdo com
micronutrientes. As plantas que receberam aplicacdo foliar de Mn, no entanto,
apresentaram um consideravel aumento nas taxas fotossintéticas, ainda durante o
periodo em que estavam submetidas & hipoxia. E valido destacar ainda, que ao final
do experimento, as plantas que receberam Mn e Zn apresentaram taxas
fotossintéticas semelhantes aquelas observadas nas plantas conduzidas em normoxia.

A aplicacdo de Mn e Zn tem efeito em varios processos metabdlicos que
podem influenciar direta e indiretamente na recuperagao de plantas sob estresse por
excesso de agua/deficiéncia de O2. Dentre as fungdes metabdlicas vitais, o Mn e o0 Zn
participam da sintese proteica, hormonal, de carboidratos, além de seu papel como
cofatores de enzimas antioxidantes, que controlam reacées de oxirredugao essenciais
ao correto funcionamento da atividade fotossintética e sintese de clorofila
(BROADLEY et al., 2012; WU et al., 2015). Contudo, os efeitos desses nutrientes no
metabolismo de plantas sob estresse hidrico (por falta e excesso de agua) ainda nao
estdo totalmente compreendidos e mais trabalhos sdo necessarios para melhor
elucidacdo dos mecanismos envolvidos nas respostas fisioldégicas aqui observadas.

As plantas sob hipdxia apresentaram aumento nos teores de agucares
soluveis e amido nas folhas (Figura 8 e tabela 5) e menor acumulo de biomassa
(Figura 9 e 10).

Em altas concentragdes, o acumulo de agucares soluveis pode limitar a
atividade fotossintética (retroinibicdo da fotossintese) (FRANCK et al., 2006; ARAYA;
NOGUCHI; TERASHIMA, 2006). Nas plantas que receberam aplicagdo de Mn
(principalmente) e Mn+Zn, observou-se maior acumulo de amido, o que deve estar
associado as maiores taxas fotossintéticas das plantas observadas nestes

tratamentos durante o periodo de estresse (redugédo do efeito de retroinibi¢cdo), a
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despeito do baixo crescimento, contribuindo para a redugao dos efeitos negativos da
hipéxia e melhor recuperacdo das plantas quando a aeracdo dos vasos foi
reestabelecida (Figura 11 e 12). E valido destacar, no entanto, que o acumulo
excessivo de amido pode reduzir a capacidade fotossintética das plantas, por efeito
fisico, o que aparentemente nao ocorreu neste trabalho.

O efeito negativo do Zn no crescimento das plantas (nos tratamentos com e
sem hipoxia) indica que houve fitotéxidade e menores doses desse nutriente podem
alterar as respostas aqui obtidas, embora alguns efeitos positivos tenham também

sido observados para esse nutriente notadamente ao fim do periodo de estresse.

4.3- Fluorescéncia da clorofila a

Plantas submetidas a estresses hidricos podem sofrer alteragbes no status
funcional das membranas dos tilacoides, que estido associadas a alteracbes na
fluorescéncia dos tecidos vegetais (KONRAD et al., 2005).

A hipdxia nao influenciou a fluorescéncia inicial (Fo), mas reduziu a
fluorescéncia maxima (Fm) medida nas folhas das plantas. Os valores de Fo
relacionam-se com a emissao de fluorescéncia a partir das moléculas de clorofila que
compde o complexo coletor de luz do fotossistema Il (KRAUSE; WEIS, 1991) e a
fluorescéncia maxima permite inferir sobre a completa redug¢ao da Quinona A, em sua
condicao de maxima reducéao (SILVA et al., 2015).

As razdes Fv/Fm e Fv/Fo também nao foram influenciadas pelos tratamentos
aplicados neste trabalho. Alteracées nos valores de Fv/Fm, que indicam a eficiéncia
quantica potencial do fotossistema Il, podem estar associadas a ocorréncia de
processos de inibicdo do fotossistema Il, ou a presenca de danos nos complexos do
FSII (LIMA; VIRGENS; BERTOLDE, 2019). Arelagéao Fv/Fo, por sua vez, amplifica as
variagdes detectadas pelos valores de Fv/IFm e permite inferir sobre a eficiéncia
maxima do processo fotoquimico e sobre a atividade fotossintética potencial (BRITO
et al., 2014).
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4.4- Teores de clorofilas, carotenoides, aminoacidos totais, proteinas

soluveis totais, ascorbato, dehidroascorbato, prolina e malato

Neste trabalho os teores de clorofila total e a raz&o clorofila a/b reduziram nas
plantas submetidas a hipoxia e as aplicagdes foliares de Mn e Zn n&o influenciaram
essas variaveis.

Sob hipéxia, os teores de clorofilas sao afetados pela redugao do metabolismo,
que afetam a sua sintese, e oxidagao das clorofilas durante a senescéncia das folhas
(DREW, 1997). Reducdes na relacao clorofila a/b indicam a existéncia de desajustes
na propor¢ao e na atividade da fase fotoquimica da fotossintese (TAIZ et al., 2017).

Os teores de carotenoides nas folhas reduziram nas plantas submetidas a
hipdxia e aumentaram nos tratamentos com aplicacao foliar de Zn, sem efeito da
aplicacao de Mn (Figura 7). Os carotenoides sao pigmentos fotoprotetores, essenciais
para evitar fotooxidagao por meio da dissipacdo do excesso de energia (MITTLER,
2002). Além disso, sao eficientes antioxidantes na eliminacdo de EROs como oxigénio
singleto e o radical peroxil (STAHL; SIES, 2003). A redugao dos teores de carotenoides
em plantas submetidas a hipdxia provavelmente ocorreu devido aos efeitos negativos
do aumento da concentragao de EROs nos periodos de maior intensidade do estresse
hidrico sob a planta. No entanto, a medida foi realizada ao fim do experimento e pode
nao refletir o que o ocorreu durante todo o periodo do ensaio.

Os teores de aminoacidos totais reduziram nos tratamentos com hipdxia, o
que pode ser resultado, dentre outros processos, da reducdo na capacidade de
importacdo de aminoacidos a partir da raiz principal das plantas bem como de
alteracdes no metabolismo do N nas plantas sob hipéxia (ALAOUI-SOSSE et al.,
2005). Adicionalmente, esse efeito pode ser explicado pela manutengao da sintese de
proteinas em plantas mantidas em hipoxia. Logo, niveis mais baixos de aminoacidos
podem indicar sua utilizacdo na sintese de compostos relacionados ao aumento da
tolerancia ao estresse.

Maior conteudo de prolina foi encontrado nas folhas de plantas sob hipoxia e
0os menores teores desse metabolito foram observados em tratamentos com Mn. O
aumento da concentragao de prolina € uma resposta comum em situagdes de estresse
hidrico. Além do papel na remoc¢ao de radicais livres e, consequentemente, redugcao

do estresse oxidativo, a prolina também atua na protecido de membranas e proteinas,
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além de agir como osmoprotetor na estabilizacdo de estruturas celulares (HOSSAIN;
FUJITA, 2010).

Tratamentos que receberam a aplicagdo de Zn apresentaram maiores valores
de dehidroascorbato, sem efeito para indugdo da hipoxia para ascorbato e
dehidroascorbato. O ascorbato € um antioxidante ndo enzimatico que atua como
coenzima da ascorbato peroxidase, e seu teor, assim como a do dehidroascorbato
pode ser afetado pelo estresse hidrico (ASADA, 1999). A ascorbato peroxidase reage
com o H202 pelo ciclo ascorbato/glutationa e produz dehidroascorbato (JIAO; WANG,
2000).

A hipdxia aumentou a concentragdo de malato nas plantas. O acumulo desse
metabolito é esperado nessas condi¢des (BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008;
DREW, 1997) e acontece devido a ado¢ao de diferentes rotas metabdlicas de modo a
favorecer a producgao energética e reduzir a fitotoxicidade, contribuindo para redugao
da concentracao de etanol e/ou lactato nos tecidos de plantas sob hipdéxia (JOLY, 1994;
ROBERTS et al., 1992; ROGGE et al., 1998).

4.5- Avaliagao da atividade de enzimas e compostos do complexo

antioxidativo

Apods 77 idas de indugéo a hipodxia, foram realizadas avaliagdes da atividade
de enzimas do complexo antioxidativo e foi constatada reducéo da atividade da SOD
e da POX, nos tratamentos com Mn e Mn + Zn respectivamente, sem efeito dos
demais tratamentos.

Estes resultados, tomados em conjunto com as demais avaliagbes
realizadadas neste trabalho, indicam que houve efeito positivo da aplicacédo de Mn e
Mn+Zn no metabolismo das plantas, com redug¢ao da formacgao de espécies reativas
de oxigénio ao fim do periodo de estresse. No entanto, para uma melhor compreenséao
do papel do Mn e Zn no metabolismo antioxidativo das plantas do presente estudo,

seriam necessarias mais avaliagdes durante o experimento.
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4.6- Extravasamento de eletrélitos

Apos 75 dias da imposi¢ao da hipoxia, observou-se reducado nos valores de
extravasamento de eletrélitos das plantas submetidas a esse estresse, sem efeito das
aplicacoes foliares de Mn e Zn. Esse tipo de resultado indica maior integridade das
membranas celulares, que pode estar associada a maior deposi¢cao de substancias
osmoticamente ativas (prolina e agucares soluveis), que conferem o aumento da
tolerancia por meio do ajustamento osmatico (TAIZ et al., 2017), o que também foi
constatado neste trabalho. Adicionalmente, como forma de tolerancia ao estresse
oxidativo, ha um aumento na atividade de peroxidases, que desencadeara processos
fisiolégicos que culminarao no desenvolvimento da oxidagdo de compostos fendlicos,

lignificagdo da parede celular e na manutengédo das membranas (TAIZ et al., 2017).

5. CONCLUSAO

Demonstrou-se, neste trabalho, que plantas mais bem nutridas com Mn e Zn
conseguem apresentar maior tolerancia aos efeitos da hipdxia e sustentar maiores
taxas fotossintéticas em condi¢cdes de menor disponibilidade de Oz para as raizes

A nutricdo com Mn pode aumentar as taxas de crescimento na fase de
recuperacao. Os resultados deste trabalho indicam que aplicagao foliar de Zn e Mn
(principalmente) contribui para a redugao de alguns dos efeitos negativos da hipdxia

em plantas de eucalipto.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Suplemento 1. Demonstracéo de parcelas e subparcelas de mudas submetidas ao
tratamento controle em normoéxia (1, 9, 17, 25 e 33) e hipdxia (2, 10, 18, 26 e 34) ao
final doeerimento ‘

Suplemento 2. Demonstragdo de parcelas e subparcelas de mudas submetidas ao
tratamento com Mn em norméxia (3, 11, 19, 27 e 35) e hipodxia (4, 12, 20, 28 e 36) ao
final do experimento
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Suplemento 3. Demonstragdo de parcelas e subparcelas de mudas submetidas ao
tratamento com Zn em normoxia (5, 13, 21, 29 e 37) e hipoxia (6, 14, 22, 30 e 38) ao
final do experimento

Suplemento 4. Demonstragao de parcelas e subparcelas de mudas submetidas ao
tratamento com Zn em normoéxia (7, 15, 23, 31 e 39) e hipoxia (8, 16, 24, 32 e 40) ao
final do experimento



58

Suplemento 5. Tabela com o desdobramento dos efeitos das interacées significativas

Folha - Zn
Resultados da Analise de Variancia
Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubacdo com Zn e adubacgao
com Mn

*

hipoxia 1: adubacdo com Mn

hipoxia 2: adubacdo com Mn

ns

Desdobrando adubagéao Mn dentro de cada nivel de hipoxia

adubagao com Mn: hipoxia 1
adubagao com Mn: hipoxia 2

ns

*

Taxa fotossintética

21/abr
Resultados da Analise de Variancia
Desdobrando adubagédo com Zn dentro de cada nivel de adubagdo com Mn

adubacido com Zn: adubacdo com ns
Mn 1
adubacdo com Zn: adubacdo com
Mn 2

Desdobrando adubagdo com Mn dentro de cada nivel de adubagdo com Zn
adubacdo com Mn: adubac¢do com >
zZn 1
adubacdo com Mn: adubacdo com ns
Zn2

*%

05/mai
Resultados da Analise de Variancia
Desdobrando adubagédo com Zn dentro de cada nivel de adubagdo com Mn

adubacdo com Zn: adubacdo com >

Mn 1

adubacdo com Zn: adubacdo com ns

Mn 2

Desdobrando adub Mn dentro de cada nivel de adubag¢do Zn

adubacdo com Mn: adubac¢do com *

zZn 1

adubacdo com Mn: adubacdo com ns

zZn 2

22/mai

Resultados da Analise de Variancia
Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubagéao Mn

hipoxia: adubacdo com Mn 1 *
hipoxia: adubagao com Mn 2 ns
Desdobrando adubagé&o Mn dentro de cada nivel de hipoxia
adubacdo com Mn: hipoxia 1 &
adubacdo com Mn: hipoxia 2 ns
26/jun

Resultados da Analise de Varidancia

Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubacdo com Zn e adubagéo
com Mn

hipoxia: 1 1 .9

hipoxia: 12 ns



hipoxia: 2 1 ns

hipoxia: 2 2 ns

Desdobrando adubacdo com Zn dentro de cada nivel de hipoxia e adubacgao
com Mn

adubacdo com Zn: 1 1 Ns

adubacdo com Zn: 12 ns

adubagdo com Zn: 2 1 &

adubacdo com Zn: 2 2 ns

Desdobrando adubacao com Mn dentro de cada nivel de hipoxia e adubacao
com Zn

adubagdo com Mn: 1 1 ns

adubacdo com Mn: 12 ns

adubacdo com Mn: 2 1 *

adubacdo com Mn: 2 2 ns
30/jun

Resultados da Anadlise de Variancia
Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubacdo com Zn e adubagao

com Mn
hipoxia: 1 1 *
hipoxia: 12 *
hipoxia: 2 1 *
hipoxia: 2 2 ns
Desdobrando adubacao com Zn dentro de cada nivel de hipoxia e adubagao
com Mn
adubacdo com Zn: 1 1 Ns
adubacdo com Zn: 12 *
adubacdo com Zn: 2 1 *
adubacdo com Zn: 2 2 ns
Desdobrando adubacdo com Mn dentro de cada nivel de hipoxia e adubacao
com Zn
adubacdo com Mn: 1 1 ns
adubacdo com Mn: 12 **
adubacdo com Mn: 2 1 *
adubacdo Mn: 2 2 *
Condutéancia estomatica
22/mai

Resultados da Analise de Variancia
Desdobrando adubagédo com Zn dentro de cada nivel de adubagdo com Mn

adubagéao Zn: adubagdo Mn 1 ns
adubagéao Zn: adubagcdo Mn 2 ns
Desdobrando adubagdo com Mn dentro de cada nivel de adubagdo com Zn
adubacdo Mn: adubagéo Zn 1 ns
adubagao Mn: adubagdo Zn 2 ns
30/jun

Resultados da Anadlise de Variancia

Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubacao com Zn e adubacao
com Mn

hipoxia: 1 1 ns

hipoxia: 12 >

59



hipoxia: 2 1
hipoxia: 2 2

60

ns
ns

Desdobrando adubacdo com Zn dentro de cada nivel de hipoxia e adubacgao

adubacdo com Zn: 1 1
adubacdo com Zn: 12
adubacdo com Zn: 2 1
adubacdo com Zn: 2 2

com Mn

ns
ns

*%*

ns

Desdobrando adubacao com Mn dentro de cada nivel de hipoxia e adubacao

com Zn
adubacdo com Mn: 1 1 ns
adubacdo com Mn: 12 ns
adubacdo com Mn: 2 1 *
adubacdo com Mn: 2 2 Ns
Glicose

Resultados da Analise de Variancia
Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubagdo com Mn

hipoxia: adubacdo com Mn 1
hipoxia: adubacdo com Mn 2

*

ns

Desdobrando adubagéo com Mn dentro de cada nivel de hipoxia

adubagao com Mn: hipoxia 1
adubacdo com Mn: hipoxia 2

*

*

Frutose

Resultados da Analise de Variancia
Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubagdo com Mn

hipoxia: adubagdo com Mn 1
hipoxia: adubacdo com Mn 2

*

ns

Desdobrando adubagdo com Mn dentro de cada nivel de hipoxia

adubagao com Mn: hipoxia 1
adubagao com Mn: hipoxia 2

*
XXk

*

Sacarose

Resultados da Analise de Variancia
Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubagdo com Mn

hipoxia: adubagdo com Mn 1
hipoxia: adubagao com Mn 2

*

*

Desdobrando adubagao com Mn dentro de cada nivel de hipoxia

adubagcdo com Mn: hipoxia 1
adubagao com Mn: hipoxia 2

*

*

Amido

Resultados da Analise de Variancia
Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubacdo com Zn

hipoxia: adubagao com zZn 1
Hipoxia :adubagcdo com Zn 2

ns

*

Desdobrando adubagéo com Mn dentro de cada nivel de hipoxia

adubagao com Zn: hipoxia 1
adubacdo com Zn: hipoxia 2

ns

*

Prolina



Resultados da Analise de Variancia
Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubagdo com Zn
Hipoxia: adubagcdo com Zn 1 ns
hipoxia: adubagdo com Zn 2 *
Desdobrando adubagédo com Mn dentro de cada nivel de hipoxia
adubacdo com Zn: hipoxia 1 >
adubacdo com Zn: hipoxia 2 ns

Malato
Resultados da Analise de Varidncia

Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubagdo com Mn
hipoxia: adubacdo com Mn 1 >
hipoxia: adubacdo com Mn 2

Desdobrando adubagéo com Mn dentro de cada nivel de hipoxia
adubagcdo com Mn: hipoxia 1 *
adubacdo com Mn: hipoxia 2 ns

*

DHA
Resultados da Analise de Varidncia

Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubagdo com Zn
hipoxia: adubagdo com Zn 1 ns
hipoxia: adubagdo com Zn 2 >

Desdobrando adubagéo com Mn dentro de cada nivel de hipoxia
adubacdo com Zn: hipoxia 1 *
adubacdo com Zn: hipoxia 2 ns

POX
Resultados da Anadlise de Variancia
Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubacdo com Zn e adubagao

com Mn

hipoxia: 1 1 ns

hipoxia: 12 **

hipoxia: 2 1 ns

hipoxia: 2 2 ns

Desdobrando adubacao com Zn dentro de cada nivel de hipoxia e adubacao
com Mn

adubacdo com Zn: 1 1 ns

adubacdo com Zn: 12 *

adubacdo com Zn: 2 1 ns

adubacdo com Zn: 2 2 ns

Desdobrando adubacdo com Mn dentro de cada nivel de hipoxia e adubacao
com Zn

adubacdo com Mn: 1 1 ns

adubagdo com Mn: 12 *

adubagdo com Mn: 2 1 &

adubacdo com Mn: 2 2 ns

SOD

Resultados da Analise de Variancia
Desdobrando hipoxia dentro de cada nivel de adubacao com Zn e adubacao
com Mn
hipoxia: 1 1 | Ns



hipoxia: 12
hipoxia: 2 1
hipoxia: 2 2

Ns
Ns

X
ot

Desdobrando adubacao com Zn dentro de cada nivel de hipoxia e adubacgao

adubacdo com Zn: 1 1
adubacdo com Zn: 12
adubacdo com Zn: 2 1
adubacdo com Zn: 2 2

com Mn

ns

*%*

ns
Ns

Desdobrando adubagcao com Mn dentro de cada nivel de hipoxia e adubacéo

adubacdo com Mn: 1 1
adubacdo com Mn: 12
adubacdo com Mn: 2 1
adubagcdo com Mn: 2 2

com Zn

ns

’

teste F.

62

*, ** e ¥, indicam efeitos significativos (P <0,01, P <0,05 e P <0,1, respectivamente) de acordo com o



