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RESUMO

AMARAL, Genilda Canuto. Ecofisiologia de espécies amazbnicas (Pilocarpus
microphyllus e Euterpe oleracea) em cenéarios de mudancas climéticas. 2019.
Tese (Doutorado em Ciéncias Florestais) — Universidade Federal do Espirito Santo,
Jerbnimo Monteiro, ES. Orientador: José Eduardo Macedo Pezzopane.
Coorientadores: Dr. Jodo Vitor Toledo e Dra. Elzimar de Oliveira Gongalves.

As respostas ecofisiolégicas de muitas espécies de plantas diante das mudancas
climaticas previstas, ainda sdo desconhecidas. Um exemplo, sdo as espécies
Pilocarpus microphyllus e no Euterpe oleracea (conhecidas popularmente como
jaborandi e acai, respectivamente). S8o espécies amazbnicas de grande interesse
comercial nacional e internacional. Neste contexto, a pesquisa foi dividida em trés
capitulos com os seguintes objetivos: avaliar o efeito de diferentes condi¢cbes
ambientais na ecofisiologia de mudas de jaborandi, combinando faixas de
temperatura média do ar (T), déficit de pressao de vapor (DPV) e disponibilidade
hidrica no substrato; avaliar o efeito de trés cenarios de mudancas climaticas na
ecofisiologia de mudas jaborandi; e em mudas de acai. Para alcancar estes
objetivos foi conduzido: um estudo com mudas de jaborandi em quatro ambientes
(caracterizados como: frio e umido; quente e imido; quente e seco; e, frio e seco) e
dois estudos (um com Pilocarpus microphyllus e outro com Euterpe oleracea) em
trés cenarios climéticos diferentes, caracterizados como: Amazoénia atual; RCP4.5
(temperatura média atual da Amazénia + 2,5°C e 538 ppm de [COz]) e RCP 8.5
(+4,5°C e 936 ppm de [COz2]). Dentro de cada cenéario climatico foram aplicados dois
niveis de irrigacdo: mudas mantidas com 90% (ndo estressadas) e 40%
(estressadas) da capacidade de retencdo de agua do substrato. Nos diferentes
experimentos, avaliou-se variaveis: crescimento, trocas gasosas, status hidrico,
fluorescéncia da clorofila e atividade enzimatica. Os resultados obtidos mostraram
que as mudas de jaborandi sob condicdo de restricdo hidrica reduziram o
crescimento. Nos ambientes com baixa temperatura, além do crescimento houve
reducdo no rendimento quantico, aumento da fluorescéncia minima e atividade
enzimatica. Além disso, o maior acumulo de massa seca ocorreu nas mudas de
jaborandi submetidas a condicbes de temperaturas mais altas. Nos estudos de
mudancas climaticas tanto as mudas de jaborandi quanto as mudas de acai

reduziram o crescimento a medida que aumentou a concentracdo atmosférica de



CO2. Para ambas as espécies, o efeito cenario RCP 8.5 foi o mais limitante,
principalmente para as mudas sob estresse hidrico. Neste cenario foram observadas
mudas de jaborandi e acai com menor producdo de massa seca total, indicando que
0s cenarios de mudancas climéticas previstas impactam negativamente sobre o

futuro dessas espécies amazonicas.

Palavras-chave: Acai, alcaldides, enzimas, fotossintese, mudas, temperatura
atmosférica



ABSTRACT

AMARAL, Genilda Canuto. Ecophysiology of Amazonian species (Pilocarpus
microphyllus e Euterpe oleracea) in climate change scenarios. 2020. Thesis
(Doctorade in Forest Sciences) - Federal University of Espirito Santo, Jerénimo
Monteiro, ES. Advisor: José Eduardo Macedo Pezzopane. Co-advisors: Dr. Jodo
Vitor Toledo e Dra. Elzimar de Oliveira Gongalves.

The ecophysiological responses of many plant species in the face of predicted
climate change are still unknown. An example are the Pilocarpus microphyllus and
Euterpe oleracea species (popularly known as jaborandi and acai, respectively).
They are Amazonian species of great national and international commercial interest.
They are Amazonian species of great national and international commercial interest.
In this context, the research was divided into three chapters with the following
objectives: to evaluate the effect of different environmental conditions on the
ecophysiology of jaborandi seedlings, combining ranges of mean air temperature (T),
vapor pressure deficit (DPV) and availability water on the substrate; evaluate the
effect of three climate change scenarios on the ecophysiology of jaborandi seedlings;
and in acai seedlings. To achieve these objectives, a study was carried out with
jaborandi seedlings in four environments (characterized as: cold and wet; hot and
humid; hot and dry; and, cold and dry) and two studies (one with Pilocarpus
microphyllus and the other with Euterpe oleracea) in three different climatic
scenarios, characterized as: Current Amazon; RCP4.5 (current average temperature
in the Amazon + 2.5 ° C and 538 ppm [CO2]) and RCP 8.5 (+ 4.5 ° C and 936 ppm
[COz2]). Within each climatic scenario, two levels of irrigation were applied: seedlings
kept at 90% (not stressed) and 40% (stressed) of the water holding capacity of the
substrate. In the different experiments, variables were evaluated: growth, gas
exchange, water status, chlorophyll fluorescence and enzymatic activity. The results
obtained showed that jaborandi seedlings under water restriction reduced growth. In
low temperature environments, in addition to growth, there was a reduction in
guantum vyield, an increase in minimum fluorescence and enzymatic activity. In
addition, the largest accumulation of dry matter occurred in jaborandi seedlings
submitted to higher temperature conditions. In climate change studies, both the
jaborandi seedlings and the acai seedlings reduced growth as the atmospheric CO2
concentration increased. For both species, the RCP 8.5 scenario effect was the most

limiting, mainly for seedlings under water stress. In this scenario, jaborandi and acgai



seedlings with lower total dry mass production were observed, indicating that the
predicted climate change scenarios have a negative impact on the future of these

Amazonian species.

Keywords: Acai, alkaloids, enzymes, photosynthesis, seedlings, atmospheric

temperature.
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1. INTRODUCAO GERAL

As mudancas climaticas atualmente sdo uma das principais preocupacdes
mundiais (ESSAYS, 2018), impulsionadas pelo aumento da concentracao
atmosférica de didéxido de carbono (CO2) que tem ocorrido gradativamente (IPCC,
2014). Tais alteracbes no clima se intensificaram desde o periodo pré-industrial,
levando a um aumento da concentracdo de CO2 na atmosfera de 280 para 412 ppm
nos dias atuais (NOAA, 2019). Este fato tem sido apontado por muitos autores como
sendo o principal responsavel pela elevagéo de 0,85 °C da temperatura meédia do ar
nos ultimos 20 anos (HUANG et al., 2017; CAl et al., 2018; IPCC, 2018; SUN et al.,
2019). Além disso, as previsdes para o final do século XXI mostram que a
concentracédo de CO:2 pode chegar a 936 ppm (MEINSHAUSEN et al., 2011), o que
causara um aumento da temperatura do ar de 1,0 a 3,7 °C (IPCC, 2014) e
mudancas na distribuicdo espacial da precipitacdo (LEE; BOYCE, 2010).

As principais causas destas mudancas ocorridas no clima sdo amplamente
aceitas que estdo associadas as atividades antropicas (SOUZA et al., 2008; IPCC,
2014; JURAS, 2013). No Brasil, as emissbes de gases do efeito estufa ocorrem
especialmente pela conversdo das florestas em pastagens e terras agricolas,
principalmente na regido da Amazb6nia (SEEG BRASIL, 2016; MOUTINHO et al.,
2016). Um problema persistente na floresta amazénica, visto a pressao constante do
desmatamento e das queimadas. O desmatamento médio no periodo de agosto de
2018 a julho de 2019 foi de 9.762 km?, representando um aumento de 29,5% em
relacdo ao ano anterior (INPE, 2019a). Ainda em 2019, dados do Programa
Queimadas do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais indicaram altos indices de
queimadas em comparacdo com a Ultima década, representando um aumento de
40% de area queimada (km?) em relagdo ao ano anterior (INPE, 2019b) o que pde
em risco muitas espécies florestais da Amazonia (GOMES et al., 2019), entre elas as
espécies Pilocarpus microphyllus e o Euterpe oleracea que séo o foco deste estudo.

O Pilocarpus microphyllus (jaborandi) &€ uma espécie medicinal citada entre as
principais espécies ameacadas de extincdo no Brasil (ROCHA et al., 2014). O
jaborandi é a unica fonte natural dos alcaloides pilocarpina e uma das principais de
epiisopiloturina (CNCFLORA, 2012), que sdo usados nhos tratamentos de
importantes doencas como glaucoma, xerostomia (AGBAN et al., 2016; GIL-
MONTOYA et al., 2016), esquistossomose (VERAS et al., 2012), entre outras, como

apresentado por (Silva et al., 2013). A importancia destes compostos associada a
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auséncia de respectivas alternativas de producéo sintética, tornam o jaborandi uma
espécie de grande relevancia para as industrias farmacéuticas (ABREU et al., 2007;
VERAS et al., 2013). A exportaco brasileira de pilocarpina, por exemplo, superou o
valor de US$ 3,3 milhdes s6 no primeiro semestre de 2019 (ABIQUIFI, 2019).

A espécie Euterpe oleracea (acai) também apresenta grande interesse
comercial devido as suas propriedades alimenticias e antioxidantes de seus frutos
(OLIVEIRA et al., 2019). O acaizeiro € uma palmeira nativa da regido amazoénica
(YAMAGUCHI et al., 2015) de grande interesse nacional e internacional (OLIVEIRA
et al., 2016), sobretudo pelos beneficios nutricionais (CANTU-JUNGLES et al., 2017)
e propriedades medicinais (OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2015). A maior
producdo de acai ocorre no estado do Para e destaca o Brasil como maior produtor
mundial (IBGE 2017). O consumo crescente do acai estimulou a mudanca do
sistema de producao extrativista para plantios comerciais, dando inicio ao processo
de expansédo da espécie para grandes areas comerciais (RUFINO et al., 2011).

Neste contexto, informagcBes sobre o efeito das mudancas climaticas na
ecofisiologia dessas espécies ainda séo incipientes. Na literatura nao existem
estudos em que avalie o efeito das mudancas climéticas sobre a ecofisiologia do P.
microphyllus. Para o E. oleracea o que se tém sdo estudos avaliando fatores
ambientais de forma isoladas, como o estresse hidrico (OLIVEIRA et al.,, 2019;
SILVESTRE et al.,, 2017; SILVESTRE et al.,, 2016; CORDEIRO et al., 2012),
estresse de alta temperatura (NEVES et al.,, 2019), efeito da temperatura e
precipitacdo na producdo de frutos (DIAS et al., 2019). Assim, sabendo da
importancia de ambas as espécies e a auséncia de estudos neste escopo, ha uma
preocupacao de como as mesmas responderdo as mudancas climaticas futuras.

A pressao sobre a floresta amazonica resulta em importantes fontes dos gases
do efeito estufa. Consequentemente resultam em alteracdes no clima (GOLDSTEIN
et al., 2019), impactando ndo sO 0s ecossistemas naturais, mais também o
desenvolvimento de culturas florestais e agricolas, por causarem alteracbes no
metabolismo das plantas (BROSI et al., 2011; CORNELISSEN, 2011; JURAS, 2013).

Plantas sob condi¢gbes de elevadas concentragdes de CO2 reduzem a perda de
carbono via fotorrespiragdo e consequentemente aumentam a eficiéncia
fotossintética (LEAKEY et al.,, 2009) em funcédo da atividade da Rubisco (STITT,
1991). Contudo esse aumento da eficiéncia fotossitética pode ser reduzido em

condicdes de altas ou baixas temperaturas, visto que as condi¢des térmicas regulam
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a eficiéncia fotossintética (YAMORI et al.,, 2014), a membrana celular, os ajustes
enzimaticos (RAY et al., 2004) e a condutancia estomatica (HIKOSAKA et al., 2006),
provocando uma reduc¢do ou anulando os efeitos benéficos do CO:2 (TAIZ; ZEIGER,
2013). Além disso, as plantas tem os processos fisioldégicos afetados pela
disponibilidade de agua no solo, por exemplo, sob déficit hidrico, reduzem a
condutancia estomatica para controlar a transpiracéao e a perda de agua (GUO et al.,
2010; NOIA JUNIOR et al., 2019) e consequentemente ocorre a reducgdo do
crescimento celular (CHAVES et al., 2009) e crescimento vegetativo (VILLAR et al.,
2011).

Diante do exposto, conhecer as respostas fisiologicas do jaborandi e do acai
conduzidos em diferentes cendrios climaticos permitird como entender sobre o futuro
destas espécies diante dos cenarios de mudancas climéticas previstos, além de

auxiliar na conservacao e no processo de expansao das espécies.
2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito das mudancas climaticas sobre a ecofisiologia de mudas de
duas espécies amazonicas o Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardeworth e o

Euterpe oleracea Matrt.
2.1 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito de diferentes condicbes ambientais na ecofisologia de mudas
de jaborandi, combinando diferentes faixas de temperaturas do ar, déficit de
pressdo de vapor e disponibilidade hidrica.

e Avaliar o efeito das mudancas climaticas, utilizando trés cenérios (Amazonia
atual, Representative Concentration Pathway: RCP4.5 e RCP 8.5) na
ecofisiologia de mudas de jaborandi.

e Avaliar o efeito das mudancas climaticas, utilizando trés cenarios (Amazoénia
atual, Representative Concentration Pathway: RCP4.5 e RCP 8.5) na

ecofisiologia de mudas de acai.

3. REVISAO DE LITERATURA

Considerada a maior Floresta Equatorial do mundo, a Amaz6nia tem grande

importancia na biodiversidade e no clima global. Essa Floresta abriga cerca de 10 a
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15% da biodiversidade terrestre (HUBBELL et al., 2008) e apresenta 90 petagramas
(Pg) de carbono em sua vegetacdo (SAATCHI et al., 2011). Contudo, o impacto do
desmatamento, das queimadas e das mudancas climéaticas pdem em risco muitas
espécies florestais da Amazénia (Gomes et al., 2019). Como por exemplo, a espécie
medicinal Pilocarpus microphyllus citada entre as principais espécies ameacadas de
extincdo no Brasil (ROCHA et al., 2014) e o Euterpe oleracea, espécie de grande
interesse comercial devido as propriedades alimenticias e antioxidantes de seus
frutos (OLIVEIRA et al., 2019).

Os impactos do desmatamento, queimadas e das mudancas climaticas
afetardo essas espécies, sobretudo nos processos ecofisioldgico. Esses processos
ecofisiolégicos sdo melhor entendidos através da ecofisiologia, uma ciéncia que
estuda os efeitos das adaptacdes funcionais dos organismos quando submetidos a
frequentes e distintas condigcdes ambientais, buscando avaliar fatores que interfiram
na biodiversidade e no desenvolvimento natural da planta. Através deste
entendimento pode-se conhecer sobre a resisténcia e adaptacdo das espécies e
assim auxiliar em estratégias por exemplo, de conservacdo, producdo e

melhoramento das espécies.

3.1. Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardeworth e sua importancia

O Pilocarpus microphyllus é uma espécie da Amazbdnia conhecido
popularmente por jaborandi em referéncia ao tupi-guarani “yabora-di”’, que significa
planta que faz babar. Possui este efeito em funcédo da acdo agonista colinérgica da
pilocarpina em receptores muscarinicos do tipo M3 nas glandulas salivares,
promovendo um aumento consideravel na salivagdo (LIMA, 2008; MIURA, 2009).
Neste contexto, o jaborandi se destaca como uma das espécies mais importantes do
género Pilocarpus, utilizada ha anos pelos povos indigenas e comunidades
tradicionais. Mesmo apds iniciar o processo de domesticagcao pelo grupo Centroflora,
a partir de 2008 o jaborandi foi inserido na lista de espécies da flora brasileira
ameacadas de extin¢cdo (IBAMA, 2008; ROCHA et al., 2014).

Nos aspectos morfolégicos, o jaborandi é uma planta que apresenta bastante
ramificagcbes, com folhas compostas, foliolos coriaceos com forma lanceolada e
coloragéo verde escuro na face adaxial e verde claro na face abaxial. As flores séo

amarelas-esverdeadas, pequenas, arranjadas em recemos compactos (SKORUPA,
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2000a; SKORUPA, 2000b). Os frutos sao dispostos em cachos contidos em
capsulas de cortex acinzentados e lisos, as sementes sdo arredondadas de cor
preta (LAMEIRA; PINTO, 2008). Ainda, segundo o ultimo autor, a propagacao do
jaborandi pode ser feita por sementes e a germinacao ocorre entre 10 e 30 dias
apos semeadura.

O jaborandi € um arbusto de aproximadamente um metro de altura que no
Brasil ocorre na Amazénia e nos estados do Maranh&o e Piaui (FLORA DO BRASIL,
2016), e o extrativismo de seu ambiente natural acontece ha véarios anos. Todo o
extrativismo do jaborandi, nos ultimos 30 anos, esta associando a demanda do
produto pelo laboratério da industria farmacéutica Merck Industrias Quimicas S.A
(GUMIER, 2012), empresa Alema que atua no Brasil desde 1923 e desde 1968
iniciou as atividades da Merck Nordeste, comecando pelo Maranh&o expandindo-se
para o Piaui, além de atender a demando do Para, especialmente da Floresta
Nacional de Carajas.

O jaborandi é uma das espécies medicinais brasileiras de maior destaque,
constando em farmacopeias de todo o mundo, devido ser detentor de importantes
alcaloides (LEWIS; ELVIN-LEWIS, 1977), a pilocarpina e a epiisopiloturina.
Atualmente possui grande relevancia para as industrias farmacéuticas e
farmoquimicas nacionais e internacionais. Classificado como uma das espécies
nativas da flora brasileira mais relevantes, o jaborandi € utilizado como fonte
principal do alcaloide imidazolico pilocarpina, substancia utilizada para o tratamento
do glaucoma e xerostomia (AGBAN et al., 2016; GIL-MONTOYA et al., 2016). A
pilocarpina também atua como um poderoso estimulante da salivacdo e da
transpiracdo (MERCK, 1989), em 1994 foi aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) norte-americana para o tratamento de xerostomia de pos-
irradiacdo (boca seca) em pacientes com cancer de cabeca e de pescoc¢o (VALDEZ
et al., 1993; JOENSUU et al., 1993; RIEKE et al., 1995; WYNN, 1996). Além disso, o0
jaborandi também é detentor da epiisopiloturina substancia utilizada como anti-
inflamatorio, antinociceptivo e contra esquistossomose (VERAS et al., 2012).

Presente especialmente em folhas, a pilocarpina (Active Pharmaceutical
Ingredient “API1”) é extraido, purificado e isolado ha décadas da espécie P.
microphyllus, justamente por ser a Unica espécie produtora dos maiores teores do
principio ativo em relacdo as outras espécies do mesmo género Pilocarpus
(SANDHU et al., 2006; BRANDAO et al., 2008). O jaborandi é a principal fonte
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fornecedora deste alcaloide para o mercado mundial, colocando a espécie em um
patamar de destaque. Sua extracdo concentra-se na regido Norte e Nordeste do
Brasil, em 2014 movimentou cerca de 252 toneladas, somando aproximadamente
R$ 1 milhdo (IBGE, 2014). Foi classificada como a oitava substancia farmacéutica
mais exportada do Brasil (GRABHER, 2015). Mantendo-se a producdo em escala
crescente, o Brasil foi inserido como o maior fornecedor deste composto para
industria farmacéutica internacional, a exportacao brasileira de pilocarpina superou o
valor de US$ 3,3 milhdes s6 no primeiro semestre de 2019 (ABIQUIFI, 2019).

Diante dessa demanda elevada pela pilocarpina, visto que, ndo existe um
sintético viavel e ndo ha ativo substituto eficiente, a gestdo sustentavel em areas
naturais e o cultivo das espécies sao importantes saidas para a conservacao desta
espécie (CALDEIRA et al.,, 2017). Neste contexto, falta um melhor entendimento
sobre a caracterizacdo dos processos ecofisiolégicos do jaborandi diante das
mudancas climaticas e também sobre o seu potencial de expansdo para outras
regides do Brasil. Tendo em vista a importancia desses principios ativos e todos os
benéficos que a planta promove, o que a torna de grande interesse mundial.

3.2. Euterpe oleracea Mart. e sua importancia

O Euterpe Oleracea Mart. € uma palmeira tropical nativa da regido amazonica,
conhecida popularmente como acai e que se destaca em func¢do de sua abundancia
e producdo de frutos utilizados na alimentacdo pela populacdo, principalmente a
ribeirinha do estado do Para (OLIVEIRA et al., 2000). A maior ocorréncia da espécie
esta nas margens do rio Amazonas (SHANLEY, 2005).

Nos aspectos morfolégicos, o acai € uma palmeira que apresenta crescimento
em touceiras, com estipe € liso, delgado, ocasionalmente encurvado com uma copa
com 12 a 14 folhas compostas, pinadas (CAVALCANTE, 2010). Classificada como
monoica, nos primeiros dois tercos de cada raquila, as flores sdo arranjadas em
triades, com as flores femininas ocupando posicdo central entre duas flores
masculinas (CAVALCANTE, 2010). Antes das flores femininas estarem receptivas as
masculinas fornecem o polen, tornando a espécie predominantemente alégama
(YAMAGUCHI et al., 2015). O fruto € uma drupa globosa, de 1 a 2 cm de diametro.

O sistema radicular é do tipo fasciculado e pode apresentar até 25 perfilhos por
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touceira (HENDERSON, 1995; HENDERSON; GALEANO, 1996; NASCIMENTO,
2008).

O acai € uma planta que pode atingir quando adulta de 25 a 30 metros de
altura e diametro em torno de 7 a 18 centimetros (CAVALCANTE, 2010). E a
espécie mais importante do género Euterpe, justamente por apresentar
caracteristicas multiuso. As folhas podem ser utilizadas em coberturas de casas,
assim como suas fibras sao utilizadas no artesanato, por exemplo na confeccao de
cestos, tapetes e chapéus (GALOTTA; BOAVENTURA; LIMA, 2008). As sementes
sao utilizadas como adubo organico e na confeccdo de biojoéias (brincos, pulseiras,
colares, cortinas), os cachos sédo usados na confeccdo de vassouras (WADT et al.,
2004). Contudo, a parte mais utilizada do acai sdo os frutos que, recentemente se
tornaram ainda mais populares e utilizados como alimento (CEDRIM; BARROS;
NASCIMENTO, 2018). O caule é utilizado na construcdo civil rural, em cercas e
lenha (TEIXEIRA; SILVA, 2010).

Nos ultimos anos, o uso da polpa extraida dos frutos do acai aumentou
expressivamente nos mercados nacional e internacional, especialmente por
apresentar caracteristicas energéticas, nutritivas e alto teores de fibras e
antioxidantes (YAMAGUCHI et al., 2015; CEDRIM; BARROS; NASCIMENTO, 2018).
Com isso ocorreu um aumento da exploracdo, levando a mudanca do sistema de
producdo de acaizais nativos manejados para plantios comerciais em grandes aérea
de terra firme (AZEVEDO; KATO, 2008).

Todo esse destaque da palmeira acai ocorre em funcdo da extracdo da polpa
dos frutos, um produto alimentar economicamente lucrativo (YAMAGUCHI et al.,
2015). Dos frutos do acai, sao utilizados o epicarpo e mesocarpo, de onde é
produzido a polpa, comercializado in natura para a fabricacdo de sorvete, geleia,
cremes, iogurtes, molhos e licores (TEIXEIRA; SILVA, 2010). Nos ultimos anos a
polpa de acai recebeu muita atencdo (YAMAGUCHI et al., 2015) e 0 consumo vem
aumentando, principalmente pelo valor nutricional (CEDRIM; BARROS;
NASCIMENTO, 2018).

O Brasil é 0 maior produtor mundial de acai, sendo o estado do Para onde
ocorre a maior producdo nacional do fruto de acai (OLIVEIRA; NETO 2004). Com
producdo em escala crescente, o acai rendeu em 2018 R$ 592 milhdes, com alta de
2,5% em relacdo a 2017 (IBGE, 2018). Diante disso, ha uma preocupacédo com o
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futuro desta espécie frente as mudancas climaticas previstas, visto que o

aguecimento global pode afetar os processos ecofisioldgicos e sua produtividade.
3.3. Mudancas climaticas

Uma das maiores preocupacdes na atualidade a nivel global sdo as mudancas
climéticas. A queima de combustiveis fosseis, as industrias, as mudancas no uso e
cobertura do solo, associados ao crescimento populacional tém contribuido para o
aumento do efeito estufa, colocando em risco a biodiversidade da terra.

O efeito estufa é um fenbmeno natural causado por gases presentes na
atmosfera como o diéxido de carbono (COz), 6xido nitroso (N20), metano (CHas) e
vapor de agua, aumentando a temperatura da terra, um fendmeno benéfico e
fundamental para o surgimento e manutencdo da vida na terra. No entanto, as
emissdes antropicas podem aumentar seu efeito e alterar o equilibrio termodinamico
e 0 balanco de energia regionais e globais. O aquecimento global é fato, as
temperaturas da atmosfera e dos oceanos aumentaram, volumes de neve e gelo
diminuiram e o nivel do mar aumentou. Possivelmente a influéncia humana foi a
principal causa do aquecimento notado desde meados do século XX (IPCC, 2013).

O aumento da concentracdo de gases do efeito estufa, especialmente os
provenientes da queima de combustiveis fésseis, do efeito do desmatamento e das
queimadas, afetou a concentragdo de CO2 na atmosfera aumentando
significativamente de 280 ppm na era pré-industrial aos valores atuais em torno de
412 ppm (NOAA, 2019). Estimativas indicam que até o final do século XXI a
concentracdo de CO:2 pode chegar a 936 ppm (MEINSHAUSEN et al., 2011). Essa
elevada concentracdo de CO:2 pode gerar um aumento de 1,0 a 3,7 °C da
temperatura (IPCC, 2014) e mudancas na distribuicdo da precipitacdo (LEE;
BOYCE, 2010). Assim, afetara os processos fisiologicos dos vegetais, visto que a
ecofisiologia das plantas é regulada pela temperatura e disponibilidade de agua.
Além disso, o efeito da elevada concentracdo de CO:2 pode variar de acordo com a

temperatura e a disponibilidade hidrica.
3.4. Aumento do CO:z e a ecofisiologia de plantas

O dioxido de carbono (COz2) é um gas essencial no globo terrestre e apresenta

efeito particular nos processos fotossintéticos das plantas. Geralmente, a elevada
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concentragdo de CO:2 estimula as taxas fotossintéticas, potencializa o crescimento
vegetativo, aumenta o acumulo de biomassa e favorece a eficiéncia de uso da agua,
combinados com a reducdo da condutancia estomética e da taxa de transpiracéo
(LEAKEY et al., 2009). Por outro lado, estudos apontam que plantas cultivadas em
atmosfera enriquecida com CO2 podem promover uma aclimatacdo (ajuste
homeostético) a concentracdo de didxido de carbono no ar (DELUCIA et al., 1985;
DRAKE et al., 1997; WEBBER et al., 1994). A aclimatacdo a elevada concentracédo
de CO:2 no ambiente é conhecido como “desaceleragdo” (down regulation) da
fotossintese (LONG et al., 2004), que tem sido atribuida a reducdo do conteudo da
enzima Rubisco, bem como da capacidade de transporte de elétrons (DRAKE et al.,
1997).

A elevada concentracdo de CO:2 promove incremento na fotossintese
justamente pela atividade da Rubisco, a enzima mais abundante na natureza
(ELLIS, 1979), compreende aproximadamente 50% das proteinas de uma folha
(STITT, 1991) e é essencial, visto que € a principal catalizadora nas reacfes de
assimilacdo de CO2 atmosférico pelas plantas através da carboxilagdo da ribulose-
1,5-bisfosfato (RuBP) (STITT, 1991). Assim, em CO: elevado a atividade de
carboxilacdo € estimulada (MARENCO et al., 2014). Além disso, a atividade da
carboxilase pode ser afetada em funcdo da mesma enzima (Rubisco) atuar na
oxigenagdo da RuBP (fixando O2 no lugar de CO2), processo denominado
fotorrespiracdo (WOODROW,; BERRY, 1988) assim reduzindo o ganho liquido de
carbono pela planta. Assim, em ambiente com elevado CO2 ocorre uma otimizacao
da atividade da carboxilase.

Estudos realizados mais recentemente relatam que sob uma atmosfera
enriquecida com CO2 a producao de biomassa e o rendimento das plantas tendem a
aumentar significativamente (BERNACCHI et al., 2005; REDDY et al.,, 2010).
Elevadas concentragfes de CO:2 estimulam a fotossintese, resultando em aumento
da produtividade das plantas, e assim melhorando o ciclo da agua e nutrientes
(KIMBALL et al., 2002; NOWAK et al., 2004). Experimentos realizados em condi¢cbes
controladas mostram que o dobro da concentracdo atmosférica de CO: atual,
aumenta a fotossintese da folha de 30% a 50% em espécies de plantas C3 e de
10% a 25% em espécies C4 (AINSWORTH; LONG, 2005).
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3.4. Temperatura e a ecofisiologia de plantas

Cada vegetal apresenta uma temperatura 6tima para o funcionamento de seu
metabolismo. Temperaturas fora da faixa ideal para funcionamento do metabolismo
de cada espécie podem promover alteracdes e/ou danos aos processos metabdlicos
das plantas.

A temperatura atua sobre 0s processos regulatérios da membrana celular e
ajustes enzimaticos (RAY et al., 2004). As altas temperaturas promovem aumento
nos processos de evapotranspiracdo (TAIZ; ZEIGER, 2013) alterando, portanto, o
metabolismo celular e, consequentemente, da planta como um todo. Por outro lado,
temperaturas baixas reduzem a taxa fotossintética devido a menor condutancia
estomética, resultante de limitagBes difusivas e metabdlicas (SANTOS et al., 2011,
NOIA JUNIOR et al., 2018a).

Quando as plantas sdo submetida a condicfes de altas temperaturas ocorre
aumento do processo de respiracdo e reducdo na eficiéncia fotossintética (YAMORI
et al., 2014; NOIA JUNIOR et al., 2018b), além de alterar a conduténcia estomatica e
a difusdo do mesofilo, podendo causar até abscisdo foliar (HIKOSAKA et al., 2006;
TAIZ; ZEIGER, 2013). Além disso, a alteracdo do metabolismo das plantas causado
pelo estresse de elevada temperatura, proporciona modificacdes na condutancia
estomatica e na difusdo do mesdfilo, inibindo a expanséo foliar, causando abscisao
e o0 crescimento acentuado de raizes, devido ao efeito direto no potencial hidrico da
planta (LARCHER, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2013). Além de reduzir o crescimento da
planta, elevadas temperaturas promovem estresse oxidativo, acarreta na reducéo de
producdo (quantitativa e qualitativamente da planta), aumenta a perda de agua,
ocorre mudancas na particdo de matéria seca, inibicdo da germinacédo de sementes,
e causa desenvolvimento inadequado (HASANUZZAMAN, 2013).

A adaptabilidade de plantas as altas temperaturas podem ser atribuida a sua
capacidade de manter a fotossintese liquida sob temperaturas acima do Otimo
requerido para as taxas fotossintéticas (LARCHER, 2000). A temperatura em que a
quantidade de CO: fixada durante a fotossintese € semelhante a quantidade de CO:
liberada pela respiragdo em um intervalo de tempo, € conhecido como ponto de
compensacao da temperatura. Em temperaturas superiores a esse ponto de
compensacgao, a fotossintese ndo consegue repor o carbono utlizado como

substrato para a respiragcao (TAlZ; ZEIGER, 2013), impactando esse processo
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metabdlico, visto que a respiracdo possui resposta de aumento de forma
exponencial (ATKIN et al., 2000). Chambers et al. (2004) relataram que aumentos da

taxa respiratoria das folhas estéo relacionadas com aumentos da temperatura.

3.6. Restricao hidrica e a ecofisiologia de plantas

O entendimento de como as plantas de florestas tropicais, especialmente da
Amazobnia, respondem as mudancas das condicdes ambientais como aumento na
concentragdo de CO2 em interagdo com outros fatores ambientais, como o déficit
hidrico € de grande relevancia. As respostas ecofisiologicas em condicbes de
elevado CO:2 atmosférico podem diferir de acordo com a disponibilidade de agua
para a planta (CERNUSAK et al., 2013). Essa disponibilidade de dgua no solo € um
dos principais fatores ambientais que limitam o crescimento das arvores tropicais
(WAGNER et al., 2012).

O deficit de agua seja no solo ou na forma de vapor no ar, € um importante
fator limitante dos processos fotossintéticos e crescimento de plantas (SAPETA et
al., 2013). Contudo as respostas das plantas ao estresse hidrico dependem da taxa
de perda de agua e duracao do estresse, além disso varia de acordo com a espécie,
idade e estagio de desenvolvimento (BRAY, 1997). Geralmente o estresse hidrico
causa uma reducao na condutancia estomética (gs), afetando outros mecanismos,
como reducdo das taxas fotossintéticas, pelo fato da menor condutancia limitar
chegada de CO2z ao mesdfilo foliar (KRAMER; BOYER, 1995), além disso, a reducao
de gs limita a perda de agua via transpiracao foliar (WILKINSON; DAVIES, 2002).
Também os baixos niveis de dgua no solo podem inibir sua absor¢éo pelas raizes e
diminui o fluxo de seiva, comprometendo o desenvolvimento e crescimento das
plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Além da reducdo da fotossintese pela limitagdo estomatica, o déficit hidrico
pode inibir ou reduzir a atividade de enzimas envolvidas com a fixacdo de COg,
como a Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenasse (Rubisco), e causa reducéo
no transporte de elétrons entre os fotossistemas (MITTLER, 2002; FAROOQ et al.,
2009). Alem disso, enzimas que compdem o sistema antioxidante sdo acionadas
para reparar os danos promovidos pelo estresse oxidativo. Desta forma, gera o
aumento da atividade de algumas enzimas como a superéxido dismutase (SOD),

catalase (CAT), peroxidase (POX), peroxidase do ascorbato (APX), a superéxido
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dismutase (SOD) e a glutamina-sintetase (GS) (POMPELLI et al., 2010; KOTAK et
al., 2007; MITTLER, 2002) indicando o nivel de estresse que planta esta sofrendo.
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CAPITULO |

Ecofisiologia de mudas de Pilocarpus microphyllus submetidas a
diferentes regimes térmicos, hidrico e de demanda atmosférica

Resumo: O jaborandi € uma fonte natural de alcaloides utilizados para doencas
importantes, tornando-o relevante para as indastrias farmacéuticas. No entanto, a
falta de informacbes sobre as respostas ecofisiologicas em diferentes condicdes
climaticas € a principal limitacdo para sua expansdo no Brasil. Assim, o objetivo
deste estudo foi investigar o efeito de diferentes condigbes ambientais na
ecofisiologia de mudas de jaborandi, combinando diversas faixas de temperatura
média do ar (T), déficit de pressdo de vapor (DPV) e disponibilidade hidrica no
substrato. Para isso, as mudas de jaborandi foram conduzidas em quatro ambientes,
caracterizados como: frio e umido (Tméd = 21.1 °C, DPVméd = 0.31 kPa); quente e
umido (Tméd 26.8 °C, DPVméd 0.34 kPa); quente e seco (Tméd 26.3 °C, DPVméd
1.09 kPa); e, frio e seco (Tméd 20.8 °C, DPVmeéd 0.84 kPa). Foram avaliadas
variaveis de crescimento, parametros hidrico e de fluorescéncia, e atividade
enzimatica. Os resultados revelaram que as mudas reduziram seu crescimento
quando submetidas a condicao de restricdo hidrica em todos os ambientes testados,
resultando em uma menor producdo de massa seca total, principalmente devido a
reducdo do sistema radicular. Na condicdo sem restricdo hidrica, as mudas de
jaborandi apresentaram maior crescimento quando conduzidas em ambientes mais
qguentes, independentemente do DPV. Sob condi¢cdes de baixa temperatura, houve
reducdo no rendimento quantico, aumento da fluorescéncia minima e atividade
enzimatica, o que indica danos ao fotossistema I, limitando processos fisiologicos e
reduzindo o crescimento. O maior acumulo de massa seca nas mudas de jaborandi
foi obtido quando submetidas a condi¢bes de altas temperaturas, indicando que as
regides que apresentam essas condi¢cfes sdao mais adequadas para o plantio da

cultura.

Palavras-chave: Floresta amazbnica, jaborandi, ambiente, estresse oxidativo,

estresse térmico e hidrico.
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Abstract: The jaborandi is a natural source of alkaloids used in the treatment of
important diseases and therefore relevant for the pharmaceutical industry. However,
the lack of information on the jaborandi ecophysiological responses under different
climatic conditions is the major limitation for its expansion in Brazil. Thus, we
investigated the effects of different environmental conditions on the ecophysiology of
jaborandi seedlings, combining several ranges of mean air temperature (T), vapor
pressure deficit (VPD) and substrate water availability. For this, jaborandi seedlings
were cultivated in four different environments: cold and wet (Tavg = 21.1°C, VPDavg
= 0.31 kPa), hot and humid (Tavg 26.8°C, VPDavg 0.34 kPa), hot and dry (Tavg
26.3°C, VPDavg 1.09 kPa) and cold and dry (Tavg 20.8°C, VPDavg 0.84 kPa).
Growth variables, water and fluorescence parameters and enzymatic activity were
evaluated. Our results revealed that the seedlings reduced their growth when
subjected to water restriction in all tested environments, resulting in a lower total dry
mass production, mainly due to the reduction of the root system. In the absence of
water restriction, jaborandi seedlings showed higher growth when cultivated in
warmer environments, regardless of the VPD. Under low temperature conditions,
there was a reduction in quantum yield, an increased minimum fluorescence and a
higher enzymatic activity, indicating damage to photosystem I, limiting physiological
processes and reducing growth. The highest dry mass accumulation was obtained
when the seedlings were submitted to high temperatures, indicating that the regions
that present such conditions are the most suitable for jaborandi cultivation.

Keywords: Amazon forest, jaborandi, environments, oxidative stress, thermal and

water stress.
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1. Introducéo

A Amazobnia € a maior floresta equatorial do mundo e tem grande importancia
no clima global. Entretanto, o desmatamento na Amazonia ja atingiu 1 milhdo de km?
e tem essa mesma por¢ao em processo de degradacédo; entre 2011 e 2015 a média
de desmatamento foi de 6000 km? (CHEN et al., 2015) e segue em escala crescente,
no periodo de agosto de 2018 a julho de 2019 apresentou uma média de 9.762 km?,
um aumento de 29,54% em relagcédo ao ano anterior (INPE, 2019), caracterizando-se
como o problema ambiental mais persistente na Amazonia brasileira (ALVES et al.,
1999). Tal préatica promove a alteracdo no microclima da floresta (ALVES et al.,
1999), expondo as espécies vegetais a condicdes climaticas adversas, com
consequente aumento dos riscos de extingdo. Um exemplo € o que vem ocorrendo
com a espécie medicinal Pilocarpus microphyllus (jaborandi) citada entre as
principais espécies ameacadas em extincdo no Brasil (IBAMA, 2008; ROCHA et al.,
2014).

O jaborandi é a Unica fonte natural de pilocarpina e uma das principais de
epiisopiloturina  (CNCFLORA, 2012), alcaldides utilizados nos tratamentos de
importantes doencas como glaucoma, xerostomia (AGBAN et al., 2016; GIL-
MONTOYA, 2016), esquistossomose (VERAS et al., 2012), entre outras, como
apresentado por Silva et al. (2013). A importancia destes compostos associada a
auséncia de respectivas alternativas de producédo sintética, tornam o jaborandi uma
espécie de grande relevancia para as industrias farmacéuticas (ABREU et al., 2007,
VERAS et al., 2013). A exportacao brasileira de pilocarpina, por exemplo, superou o
valor de US$ 3,3 milhdes s6 no primeiro semestre de 2019 (ABIQUIFI, 2019),
despertando o interesse de produtores rurais, empresas, governo e instituicbes de
pesquisas que buscam, inclusive, a viabilizacdo da expansao do cultivo da espécie,
como é o caso dos estados do Piaui, Maranhéo (LIMA et al., 2017).

A possibilidade de expanséo de cultivo para outras areas é citada por Caldeira
et al. (2017) como importante alternativa para minimizar os riscos de extincdo da
especie, aléem de contribuir como um adicional de renda na agricultura familiar.
Contudo, a falta de informacdes sobre as respostas ecofisioldgicas do jaborandi sob
diferentes condi¢des climaticas € o maior limitante para a expansdo do cultivo.
Assim, estudos sobre o comportamento ecofisiolégico da espécie em diferentes
ambientes sdo importantes para que sejam indicadas areas aptas ao cultivo de

jaborandi. O sucesso da expansédo do cultivo do jaborandi depende, principalmente,



43

do entendimento de como a espécie responde a diferentes intervalos de temperatura
e déficit de pressao de vapor (DPV), que caracterizam a demanda atmosférica. As
respostas das plantas a estas variaveis sdo complexas e envolvem diversos
processos bioquimicos e fisiologicos.

A temperatura atua sobre o0s processos regulatérios da membrana celular e
ajustes enzimaticos (RAY et al., 2004). Sob condi¢cbes de altas temperaturas ocorre
aumento do processo de respiracdo e reducdo na eficiéncia fotossintética das
espécies vegetais (YAMORI et al., 2014; NOIA JUNIOR et al.,, 2018a), além de
alterar a condutancia estoméatica e a difusdo do mesofilo, podendo causar até
abscisao foliar (HIKOSAKA et al.,, 2006; TAIZ; ZEIGER, 2013). Por sua vez,
temperaturas baixas reduzem a taxa fotossintética devido a menor condutancia
estomética, resultante de limitagBes difusivas e metabdlicas (SANTOS et al., 2011,
NOIA JUNIOR et al., 2018b).

A regulacdo da condutancia estomatica € uma das primeiras respostas das
plantas a alteragbes do DPV (MARENCO et al., 2014). Em ambientes com alto DPV
o gradiente de difusdo que move a perda de agua é maior do que o gradiente que
promove a absor¢do de CO:2 (TAIZ; ZEIGER, 2013). Assim, & extremamente
importante o controle estomatico nestas condi¢cdes para reduzir a perda excessiva
de agua pela transpiracdo. Desta forma, em respostas ao alto DPV ocorre a reducéo
da turgescéncia das células e os estbmatos se fecham (CHAVES et al., 2009). Por
outro lado, a diferenca entre a umidade relativa da atmosfera e a do interior do
estbmato, impulsionam a transpiracdo, assim, quando o DPV é alto ocorre o
fechamento estomatico, diminuindo a transpiracdo, e consequentemente o
crescimento vegetativo sera menor (ALMEIDA, 2003).

Plantas sob condi¢do limitada de disponibilidade hidrica apresentam reducédo
da condutancia estomatica, visando o controle da transpiragdo e manutengéo de seu
potencial hidrico (GUO et al., 2010; NOIA JUNIOR et al., 2019). Contudo, sob
condicbes de estresse hidrico severo ocorre a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (TANG et al., 2018), ocasionando danos em algumas organelas,
como cloroplastos, mitocondrias e peroxissoma (MENG et al., 2014). Por
conseguinte, ocorre a redugcao do crescimento celular (CHAVES et al., 2009) e
crescimento vegetativo (VILLAR et al., 2011).

Desta forma, considera-se que entender as respostas fisioldgicas do jaborandi

a diferentes ambientes proporcionar4d vantagens como, a disponibilizacdo de
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informacbes para dar suporte ao processo de expansdo do cultivo, maior
produtividade e conservacao da espécie. Assim, temos as hipoteses que: (i) o efeito
conjunto de baixa temperatura, restricdo hidrica e alto DPV resulta em menor
crescimento de plantas, em funcdo de danos causados ao fotossistema Il e danos
oxidativos e (i) com DPV alto ocorrera maior producdo de EROs, causando um
desequilibrio entre producdo e remocdo das EROs, limitando a crescimento
vegetativo. Com isso, buscou-se avaliar o efeito de diferentes condigbes ambientais
na ecofisologia de mudas de jaborandi, combinando diferentes faixas de

temperaturas do ar, DPV e disponibilidade hidrica para a planta.

2. Material e métodos

2.1. Local do estudo, material vegetal e condi¢cdes experimentais

O estudo foi realizado em casa de vegetacao (Van der Hoeven®) com controle
automatizado do ambiente (Figura 1), na area experimental do Laboratério de
Meteorologia e Ecofisiologia Florestal pertencente a Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), situada no municipio de Jerénimo Monteiro, com latitude
20°47°25” S, longitude 41°23'48” W, e altitude de 120 m.

Figura 1. Casa de vegetacdo (A) e painel de controle das variaveis climéaticas (B) da casa de
vegetacdo, pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira (DCFM) da
Universidade Federal do Espirito Santo no municipio de Jerdbnimo Monteiro, ES.

Fonte: a autora.

O controle de temperatura do ar das casas de vegetacado foi composto por um
sistema de resfriamento evaporativo (pad cooling), ares-condicionados e
aguecedores (Figura 2) que foram acionados por controladores de temperatura (Full
Gauge®, MT-543Ri plus). A umidade relativa do ar das casas de vegetacdo foi
controlada por meio de controladores de umidade (Full Gauge®, AHC-80 plus) que

baseia-se na psicrometria (diferenca entre bulbo seco e bulbo Umido) para medir a
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umidade relativa do ar, além de um sistema de nebulizacdo de bicos tipo fogger
(nevoeiro).

A programacédo da variagdo da temperatura e da umidade relativa do ar dos
sistemas de controle foi controlada e mantida através da utilizacdo do software
Sistrad®. Para manter as condicbes ambientais desejadas em cada casa de
vegetacado do estudo, o sistema de controle da temperatura era alterado a cada 30
minutos no periodo diurno e a cada uma hora no periodo noturno, ja para a umidade
desejada foi programada um valor fixo de acordo com o tratamento de cada

ambiente.

Figura 2. Sistema de resfriamento evaporativo (A e B), ar condicionado (C) e aquecedor (D) da casa
de vegetagdo, pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira (DCFM) da
Universidade Federal do Espirito Santo no municipio de Jeronimo Monteiro, ES.

Fonte: a autora.

O material vegetal estudado foi mudas de Pilocarpus microphyllus, acesso
Merck, com idade média de seis meses (média de altura e diametro de 7,3 cme 1,4
mm, respectivamente), foram conduzidas em vasos brancos, com capacidade de 12
litros e dimensdes 25 x 30 x 22 cm e preenchidos com 9,5 L de substrato comercial
(bioplant) (Figura 3A), adicionando-se 4,74 g/L de adubo de liberagcdo controlada
(liberagdo controlada em nove meses), com 0s seguintes elementos nutricionais:
nitrogénio 16%, fosforo 8%, potassio 12%, magnésio 2%, enxofre 5%, ferro 0,4%,
boro 0,02%, zinco 0,02%, cobre 0,05%, manganés 0,06% e molibdénio 0,015%.
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Os vasos com as mudas de jaborandi foram dispostos dentro de cada casa de
vegetacdo em bancadas de metal com dimensdes 3 metros de altura, 1,20 metros
de largura e altura de 1,0 metro (Figura 3B).

As casas de vegetacao por serem automatizadas (temperatura e umidade do
ar), permitiram simular diferentes microclimas, assim foram definidos quatro
ambientes diferentes através da combinacdo das diferentes caracteristicas
microclimaticas: C=cold; H=humid; W= warm e D=dry, sendo cada ambiente
reproduzido por uma casa de vegetacdo, onde CH é o ambiente com baixa
temperatura e alta umidade relativa do ar; WH com alta temperatura e alta umidade
relativa do ar; WD com alta temperatura e baixa umidade relativa do ar e CD com

baixa temperatura e baixa umidade relativa do ar (Figura 4).

Figura 3. Mudas de Pilocarpus microphyllus (A) e disposicdo dos vasos dentro de cada casa de
vegetacdo (B) pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira (DCFM) da
Universidade Federal do Espirito Santo no municipio de Jerdbnimo Monteiro, ES.

k e
Fonte: a autora.

As casas de vegetacao por serem automatizadas (temperatura e umidade do
ar), permitiram simular diferentes microclimas, assim foram definidos quatro
ambientes diferentes através da combinacdo das diferentes caracteristicas
microclimaticas: C=cold; H=humid; W= warm e D=dry, sendo cada ambiente
reproduzido por uma casa de vegetacdo, onde CH é o ambiente com baixa
temperatura e alta umidade relativa do ar; WH com alta temperatura e alta umidade
relativa do ar; WD com alta temperatura e baixa umidade relativa do ar e CD com
baixa temperatura e baixa umidade relativa do ar (Figura 4).

Para avaliar a tolerdncia das mudas ao estresse hidrico dentro dos diferentes

ambientes, foram definidos dois niveis de irrigacdo: mudas irrigadas (consideradas
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como controle: ndo estressada) e estressadas (45% da capacidade maxima de
retencdo de agua do substrato: estressada).

O estudo ocorreu por um periodo de 270 dias, conduzido em delineamento
inteiramente casualizado dentro de cada ambiente (CH, WH, WD, CD) reproduzidos
separadamente por uma casa de vegetacdo e contendo os dois niveis de
disponibilidade hidrica, totalizando seis tratamentos, com quatro repeticbes cada.

A caracterizagdo do microclima foi realizada por meio do uso de estacdes
meteoroldgicas autométicas instaladas no interior das casas de vegetacdo. As
estacdes foram compostas por sensores de temperatura e umidade relativa do ar
modelo CS500 (Campbell Scientific, Inc., Logan, UT, USA). Os dados foram
armazenados em um datalogger modelo CR-10x (Campbell Scientific, Inc., Logan,
UT, USA) cujas leituras de dados foram realizadas a cada dez segundos e o
armazenamento dos valores médios a cada cinco minutos.

Figura 4. Variacdo horéria da temperatura do ar e umidade relativa, durante todo o periodo
experimental (julho 2017 a abril de 2018). Os dados sdo média + erro padrao.
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Fonte: a autora.

Os dados de déficit de pressdo de vapor do ar (DPV) foram obtidos a partir do
calculo da presséo de saturacdo de vapor de agua (es) e pressao parcial de vapor
(ea) (Pereira et al.,, 2002), sendo o DPV obtido pela diferenca entre es e ea. A
caracterizagdo do microclima foi realizada durante todo o periodo experimental
(Tabela 1).

A definicdo da maxima capacidade de retencdo de agua do substrato (MCRA)
foi caracterizado da seguinte forma: coletou-se uma amostra de substrato antes de
adicionar aos vasos (amostra controle). A amostra controle foi saturada com agua e

apos a livre drenagem foi pesada. Apds a pesagem, a amostra controle foi levada
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para estufa de circulacdo forcada com temperatura a 105 °C por 24 horas, para
caracterizacdo de seu peso seco. Posteriormente foi calculado o valor da MCRA
através da equacao abaixo.

MCRA = Pvs - Pv - [(Psv x Pas)/Pa] Equacéo |I.

Onde, Pvs € o peso do vaso com substrato saturado (g); Pv é o peso do vaso
vazio (g); Psv é o peso do substrato inserido no vaso (g); Pas € o peso da amostra
controle seca (g); Pa é o peso da amostra controle saturada (g).

Foi determinado a MCRA de todos 0s vasos usados no experimento através da
equacao |, utilizando o Pvs de cada vaso. Posteriormente realizou-se o transplantio
das mudas para os vasos. ApGs o transplantio as mudas foram mantidas por 15 dias
em condicdes semelhantes ao ambiente natural da espécie (WH) e entdo foram

distribuidas aleatoriamente para os ambientes (CH, WH, WD e CD).

Tabela 1. Caracterizagdo microclimatica dos ambientes. T: temperatura do ar, UR: umidade relativa
do ar; e DPV: déficit de presséo de vapor do ar (minimas, médias e méximas) em casas de vegetacao
climatizadas, no periodo de 18 de julho de 2017 a 26 de abril de 2018.

Variaveis climaticas CH WH WD €D
Temperatura do ar (°C)
Tmin 15,5 21,3 20,7 15,0
Tmed 21,1 26,8 26,3 20,8
Tmax 29,5 34,7 34,0 30,0
Umidade relativa do ar (%)
URmin 70,5 70,7 39,8 42,4
URmed 88,4 91,0 65,7 65,0
URmax 98,1 99,9 83,9 77,4
Déficit de pressao de vapor do ar (kPa)
DPVmin 0,03 0,00 0,33 0,35
DPVmed 0,31 0,34 1,09 0,84
DPVmax 0,97 1,27 2,49 2,00

Durante a conducdo do experimento o controle da irrigacdo foi realizado por
meio do método gravimétrico, ou seja, pesagem diaria das unidades experimentais,
considerando a massa seca do substrato e de agua (FREIRE et al., 1980),
realizando a reposicdo da &gua perdida por evapotranspiracdo. Diariamente o
conteudo de agua do substrato foi avaliado para medir a capacidade de retencéo de
agua (CRA) testada como tratamento, mudas irrigadas (nédo estressada) e mudas
estressadas (45% da CRA), quando necessario realizava-se a irrigacdo para voltar o
substrato para 100% de sua maxima capacidade de retencdo de agua. Todas as
variaveis respostas de crescimento e parametros fisiologicos foram avaliadas ao final
do periodo experimental. Ressalta-se que ao final do periodo experimental as mudas

estressadas encontravam-se exatamente com 45% da CRA.
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2.2. Avaliacéo do crescimento

As variaveis de crescimento analisadas ao final do experimento foram: altura,
medida com o auxilio de uma régua milimetrada; didmetro do colo, medido com o
auxilio de um paquimetro digital com precisdo de 0,01 mm; area foliar total (AF),
mensurada por meio de um integrador de area foliar modelo LI-3100 (Li-Cor Inc,
Lincoln, Nebraska, USA); massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz
(MSR). As mudas foram seccionadas em parte aérea (folhas e caule) e raizes,
sendo as raizes foram lavadas para remocéo do substrato com auxilio de peneira de
malha fina para reduzir as perdas de raizes. Posteriormente o material de parte
aérea e raizes foram acondicionadas separadamente em sacos de papel e levadas
para estufa de circulacdo de ar forcado a 65 °C até obtencdo peso constante. A
massa seca total (MST) foi quantificada pelo somatério dos valores de MSPA e
MSR.

2.3. Parametros hidrico e de fluorescéncia

O Crop Water Stress Index (CWSI) foi calculado de acordo com Jones (1999),

como segue:

(T leaf—-Twet)

CWSI = (T dry—Twet)

Equacéo Il.

Onde, Tleaf é a temperatura média da folha em condicdo ambiente; Twet
temperatura de uma folha saturada, pulverizada com agua cinco minutos antes da
leitura da temperatura; e Tdry a temperatura de uma folha sob condi¢cdes nao
transpirante, revestidas com vaselina para fechamento estomaético.

As imagens térmicas foram obtidas utilizando uma camera termogréafica modelo
FLIR T430sc (FLIR Systems, Wilsonville, OR, EUA), com resolucdo de 320 x 240
pixels, as 10:00 horas e as 12:00 horas horario local. A distancia entre a cAmera e
as plantas foi ajustada em 0,4 m e emissividade utilizado de 0,96. As imagens foram
processadas através do software FLIR tools, realizando-se dez amostragens
pontuais em cada folha para obtencdo da média da temperatura nos respectivos
tratamentos.

Os parametros de fluorescéncia da clorofila medidos foram o rendimento
quantico (Fv/Fm) e fluorescéncia inicial (Fo), com o auxilio do FluorPen modelo FP

100 (Photon Systems Instruments, Brno, Republica Checa). As medidas foram
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realizadas em folhas do terco médio superior, sadias, completamente expandidas,
adaptadas ao escuro por 30 minutos e pulso saturante de luz 1,500 pmol m=? st. Os
dados foram coletados em dois horarios: 04:00 horas e as 12:00 horas (horario

local).
2.4. Determinacao da atividade enzimatica

Para as analises de enzimas, ao final do experimento foram retiradas amostras
de folhas totalmente expandidas do terco superior da planta (entre 10:30 e 11:30
horas, horério local). Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos seguindo a
metodologia adaptada de Peixoto et al. (1999), caracterizada pela maceracéo de 0,3
g de amostra foliar em nitrogénio liquido e adicionando 2 mL de solu¢do, composta
por tampdo de fosfato de potassio de concentracdo 0,1 M (pH 6,8), acido
etilenodiaminotetracético (0,1 mM), fluoreto de fenilmetilsufénico (1 mM) e
polivinilpolipirrolidona (1%).

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6.) foi determinada conforme
metodologia de Havir e Mchale (1987). A mistura de reacdo (2,9 mL) constituiu de
tampéo de fosfato de potassio a 50 mM (pH 7,0) e peréxido de hidrogénio a 12,5
mM. A reacgdo foi iniciada a partir da adigdo de 100 uL do extrato enzimatico. A
reacao do extrato foi avaliada em espectrofotdmetro UV-Visivel modelo Multiskan Go
(Thermo Scientific, Multiskan GO, Finlandia) a 25 °C em absorbancia no
comprimento de onda 240 nm em dois tempos, nos segundos iniciais e no primeiro
minuto da reacdo. A atividade da CAT foi quantificada com base no coeficiente de
extingdo molar do peréxido de hidrogénio (36 mM* cm™), conforme Anderson et al.
(1995).

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) foi determinada
conforme metodologia de Nakano e Asada (1981) com adaptacdo de Koshiba
(1993). A mistura de reacao para a APX (2,9 mL) foi composta por solugao tampao
de fosfato de potassio a 50 nM (pH 6,0), acido ascérbico em concentragdo de 0,8
mM e peroxido de hidrogénio a 1 mM. A reacdo se iniciou com a adicdo de uma
aliguota de 100 pL do extrato enzimatico. A leitura foi realizada em
espectrofotometro a 290 nm e 25 °C no inicio e ap6s um minuto de reacdo. A
atividade da APX foi determinada com base no coeficiente de extingdo molar de 2,8

mM-1 cm,
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A atividade da superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi determinada
conforme metodologia de Del Longo et al. (1993), com mistura de reacao
(2,97 mL) composto por tampdao de fosfato de potassio a 50 nM (pH 7,8), metionina
a 13 mM, azul de p-nitro tetrazolio a 75 uM, acido etilenodiaminotetracético 0,1 mM e
riboflavina a 2 yM. A reacgao foi iniciada com a adi¢ao de 30uL do extrato enzimatico
bruto. Posteriormente, foi realizada a leitura no espectrofotometro com absorbancia
de 560 nm e conferida a atividade do composto formazana azul produzido pela
reacdo de fotorreducdo do azul de p-nitro tetrazélio (GIANNOPOLOTIS; RIES,
1977). A atividade unitaria da SOD foi definida como o contetdo de enzima capaz de
inibir 50% da reacdo de fotorreducdo do azul de p-nitro tetrazélio (Beauchamp:
Fridovich, 1971).

2.5. Delineamento experimental e analises estatisticas

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) conjunta
(levando em consideracdo os efeitos fixos: ambientes e disponibilidade hidrica) e
médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) para avaliar a interagdo entre
ambientes e niveis de disponibilidade hidrica. A normalidade e a homogeneidade
dos dados (p<0,05) foram analisados pelos testes de Shapiro e Wilk, (1965) e de F
maximo proposto por Hartley (1950). A analise conjunta foi realizada em funcao da
nao repeticdo de cada ambiente. Posteriormente, a fim de obter uma avaliacédo
integrada dos efeitos dos ambientes e do estresse hidrico nas mudas estudadas,
fez-se uma analise canbnica dos dados. Foram plotados graficos da interacdo entre
os tratamentos quando significativos e quando nédo significativo foi plotado gréafico

comparando ambientes.
3. Resultados
3.1. Crescimento das mudas

Os diferentes regimes de temperatura e hidricos afetaram o crescimento das
mudas de jaborandi. As diferentes condi¢cbes de temperatura e hidricas afetaram
significativamente o crescimento em altura e a area foliar do jaborandi (p<0,001,
Figura 5). As altas temperaturas (WH e WD) influenciaram positivamente o
crescimento em altura das mudas de jaborandi (Figura 5A). As mudas conduzidas

nos ambientes WH e WD apresentaram crescimento em altura cerca de 44% maior
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do que aquelas conduzidas nos ambientes caracterizados por baixas temperaturas
(CH e CD). O baixo DPV aliada as temperaturas mais altas (WH) favoreceram a
expansdo da area foliar das mudas (Figura 5C).

Em relacdo a disponibilidade hidrica, as respostas das mudas para as variaveis
altura e area foliar aos dois tratamentos adotados foram significativamente diferentes
(p<0,001). As mudas de jaborandi ndo estressadas (dados ndo mostrados)
obtiveram crescimento maior do que as mudas estressadas, apresentando 45 e 51%
em altura e &rea foliar, respectivamente.

O crescimento em diametro respondeu positivamente as altas temperaturas
(p<0,001, Figura 5B). Nestes ambientes (WH e WD) o aumento no diametro foi de
36% e 31%, nos tratamentos mudas ndo estressadas e estressadas,
respectivamente. O estresse hidrico afetou negativamente (p<0,001) o diametro em
todos os ambientes estudados. Contudo, nota-se que o0 estresse hidrico, tem

impacto negativo maior no ambiente quente e DPV baixo (WH).

Figura 5. Altura (A), diametro (B) e area foliar (C) de mudas de jaborandi submetidas a diferentes
regimes térmicos e de disponibilidade hidrica. Ambientes (CH, frio e imido; WH, quente e Umido; WD,
quente e seco; e CD, frio e seco), disponibilidade hidrica (mudas néo estressadas e estressadas).
Diferentes letras representam diferencas estatistica significativas entre tratamentos (Tukey, p<0,05).
Para o didametro (B) letras mailsculas comparam a diferenca estatistica por ambientes (mailuscula
para ndo estressada e mailscula negrita/itdlica para estressada) e mindsculas representam diferenca
estatistica entre os niveis de disponibilidade hidrica dentro de cada ambiente. Os dados sédo médias +
desvio padrao.
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Fonte: a autora.

As mudas expostas aos ambientes de temperaturas mais altas (WH e WD)
apresentaram maior acumulo de massa seca total nas mudas em condi¢cdes sem

estresse hidrico (p<0,001, Figura 6A). Os resultados também mostram que o0s
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diferentes valores de déficit de pressao de vapor (DPV) aplicados na condicdo sem
estresse hidrico ndo afetaram o acumulo massa seca total dentro da mesma faixa de
temperatura, embora tenham afetado o crescimento do sistema radicular. Por outro
lado, sob estresse hidrico, as mudas de jaborandi apresentaram maior crescimento
radicular no ambiente quente e com DPV alto (WD), e 0 menor acumulo de massa
seca foi obtido no ambiente frio e com DPV alto (CD), nestas condicbes o acumulo
de massa seca total foi reduzido em 73%.

As mudas de jaborandi apresentaram maior massa seca de parte aérea nos
ambientes WH e WD (Figura 6B), ndo havendo diferenca significativa (p<0,001)
entre esses ambientes. A producdo de massa seca da parte aérea em WH e WD foi,
em média, 57% superior ao ambiente frio e com DPV alto (CD). Em todos os
ambientes, a massa seca da parte aérea foi negativamente afetada pela limitacao
hidrica (p<0,001).

Figura 6. Massa seca total (A), massa seca da parte aérea (B) e massa seca de raizes (C) de mudas
de jaborandi submetidas a diferentes regimes térmicos e de disponibilidade hidrica. Ambientes (CH,
frio e mido; WH, quente e umido; WD, quente e seco; e CD, frio e seco), disponibilidade hidrica
(mudas ndo estressadas e estressadas). Diferentes letras representam diferencas estatistica
significativas entre tratamentos (Tukey, p<0,05). Letras mailsculas comparam a diferenca estatistica
por ambientes (mailscula para ndo estressada e mailscula negrita/itilica para estressada) e letras
minUsculas representam diferenca estatistica entre os niveis de disponibilidade hidrica dentro de
cada ambiente. Os dados sdo médias + desvio padréo.
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Os resultados indicam que o efeito associado do baixo (DPV) e baixas
temperaturas (CH) foi limitante para o crescimento em massa seca do sistema

radicular (p<0,001, Figura 6C). Contudo, nota-se que nao houve diferencas em
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crescimento de raizes entre os ambientes quando as mudas cresceram em condi¢ao
de limitacao hidrica (p<0,001).

3.2. Crop Water Stress Index (CWSI)

O efeito dos diferentes ambientes e disponibilidade hidrica sobre as mudas de
jaborandi pode ser observado através do CWSI (Figura 7), sendo as 12:00 horas o
horario o mais estressante, como indicado pelos maiores valores de CWSI. O CWSI
se diferenciou estatisticamente entre os ambientes estudados (p<0,001). Os maiores
valores de CWSI, para ambas condi¢cdes de disponibilidade hidrica, foram obtidas
nos ambientes com DPV alto (WD e CD, as 12:00 horas). Para mudas conduzidas
em WD e CD (12:00 horas), por exemplo, apresentaram valores de CWSI 22% e
26% maior que as de WH para mudas sob condi¢cdes ndo estressada e sob estresse

hidrico, respectivamente.

Figura 7. Crop water stress index (CWSI) medido as 10:00 horas e as 12:00 horas em folhas de
jaborandi submetidas a diferentes condi¢cdes ambientais. Ambientes (CH, frio e imido; WH, quente e
Umido; WD, quente e seco; e CD, frio e seco), disponibilidade hidrica (mudas n&o estressadas e
estressadas). Diferentes letras representam diferengas estatistica significativas entre tratamentos
(Tukey, p<0,05). Letras mailsculas comparam a diferenca estatistica por ambientes (mailscula para
ndo estressada e mailscula negrita/itlica para estressada) e minusculas representam diferenca
estatistica entre os niveis de disponibilidade hidrica dentro de cada ambiente. Os dados sdo médias +
desvio padréo.
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Os niveis de disponibilidade hidrica analisados através do CWSI apresentaram
um efeito significativo (p<0,001) sobre as mudas de jaborandi em ambos os horéarios
analisados (Figura 7). Dentro de cada ambiente, houve aumento significativo do
CWSI para as mudas que cresceram sob estresse hidrico. Contudo, o efeito mais

estressante promovido pelo estresse hidrico ocorreu nas mudas conduzidas nos
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ambientes caracterizados como frios (CH e CD) em ambos os horarios estudados e
em WD as 12:00 horas.

3.3. Parametros da florescéncia da clorofila

Os parametros de fluorescéncia da clorofila, apresentados na forma de
rendimento quéantico (Fv/Fm), foram influenciados tanto pelas condicbes ambientais
qguanto pelos niveis de disponibilidade hidrica (p<0,05, Figura 8). Os resultados
foram semelhantes para todos os ambientes quando as mudas cresceram sob
condicdo de ndo estresse hidrico as 04:00 horas (antemanhd). Por outro lado,
guando houve estresse hidrico, nota-se que as mudas expostas a baixas
temperaturas e alto DPV (CD) nao recuperaram dos danos causados pelo ambiente
ao fotossistema I

Ao meio dia (12:00 horas) o Fv/IFm apresentou resultados similares nos
ambientes com altas temperaturas (WH e WD). Nestes ambientes, o valor de Fv/Fm
foi superior em 30% aos obtidos no ambiente frio e com alto DPV (CD). Para a
disponibilidade hidrica, também ocorreu diferenca significativa (p<0,05) e o estresse
hidrico penalizou o Fv/Fm.

Figura 8. Rendimento quéntico (Fv/Fm) as 4:00 horas e as 12:00 horas em folhas de jaborandi
submetidas a diferentes condi¢des ambientais. Ambientes (CH, frio e imido; WH, quente e Umido;
WD, quente e seco; e CD, frio e seco), disponibilidade hidrica (mudas ndo estressadas e
estressadas). Diferentes letras representam diferencas estatistica significativas entre tratamentos
(Tukey, p<0,05). Para o Fv/Fm (04:00) letras maiusculas comparam a diferenga estatistica por
ambientes (mailscula para ndo estressada e mailscula negrita/italica para estressada) e mindsculas
representam diferenca estatistica entre os niveis de disponibilidade hidrica dentro de cada ambiente.
Os dados sdo médias + desvio padréo.
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Quanto aos resultados para fluorescéncia minima (Fo), nota-se que, a maior
limitacdo da eficiéncia na recuperacdo da fluorescéncia ocorreu no ambiente frio e
com DPV alto (CD) as 4:00 horas (p<0,001, Figura 9). O Fo também foi penalizado
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pela disponibilidade hidrica (p<0,001), mudas sob condicbes de estresse hidrico
obtiveram menor eficiéncia (12%) na recuperacao da fluorescéncia.

Ao meio dia (12:00 horas), nota-se que as mudas expostas aos ambientes
secos (WD e CD), apresentaram menor eficiéncia de recuperagcao da fluorescéncia
(Figura 9), evidenciando o efeito do alto DPV nos processos fisiologicos das mudas.
No mesmo horario, mudas expostas as condi¢cdes quente e com alto DPV do
ambiente WD foram as que apresentaram a menor eficiéncia na recuperacdo da

fluorescéncia.

Figura 9. Fluorescéncia minima (Fo) as 4:00 horas e as 12:00 horas em folhas de jaborandi
submetidas a diferentes condi¢cdes ambientais. Ambientes (CH, frio e imido; WH, quente e Umido;
WD, quente e seco; e CD, frio e seco), disponibilidade hidrica (mudas n&o estressadas e
estressadas). Diferentes letras representam diferencas estatistica significativas entre tratamentos
(Tukey, p<0,05). Os dados sao médias + desvio padréo.
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Fonte: a autora.

3.4. Determinacgéo da atividade enzimética

Os diferentes ambientes e os diferentes niveis de disponibilidade hidrica
também afetaram a atividade enzimatica das mudas de jaborandi. Os resultados
revelam que as enzimas Catalase (CAT) e Peroxidase do ascorbato (APX) tiveram
producéo afetada pelo ambiente e disponibilidade hidrica (p<0,001, Figura 10A e B).
Comparando os ambientes estudados, nota-se que no WH ocorreu a menor
atividade da CAT e APX, tanto para mudas sem estresse hidrico como para as
mudas sob estresse hidrico.

Dentro de cada ambiente a disponibilidade hidrica influenciou na atividade
enzimatica da CAT e APX. No ambiente caracterizado como frio e com baixo DPV
(CH) ocorreu a maior atividade da CAT (Figura 10A) e no ambiente caracterizado
como quente e com alto DPV (WD) maior atividade da APX (Figura 10B). Além
disso, nota-se também o efeito do estresse hidrico mais intenso sobre o WH (CAT e
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APX), visto que mudas sob estresse hidrico a atividade da CAT e da APX foram
80% maior que as mudas sem estresse hidrico.

A producdo da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD) se diferenciou
estatisticamente nos diferentes ambientes (p<0,001, Figura 10C). A producéo desta
enzima foi menor no ambiente quente e com baixo DPV (WH), semelhante ao clima
da regido de origem da espécie. Para os tratamentos de disponibilidade hidrica, o
estresse hidrico contribuiu significativamente (p<0,002) para a producdo de SOD,
mudas estressadas aumentaram a producdo de SOD em 22% em relagdo as mudas

sem estresse hidrico.

Figura 10. Efeitos da atividade de enzimas antioxidantes, Catalase (A, CAT), Peroxidase do
ascorbato (B, APX) e superéxido dismutase (C, SOD) em folhas de jaborandi submetidas a diferentes
condi¢cdes ambientais. Ambientes (CH, frio e tmido; WH, quente e imido; WD, quente e seco; e CD,
frio e seco), disponibilidade hidrica (mudas ndo estressadas e estressadas). Diferentes letras
representam diferencas estatistica significativas entre tratamentos (Tukey, p<0.05). Para CAT e APX
(A e B) letras mailsculas comparam a diferenga estatistica por ambientes (mailscula para néo
estressada e mailscula negrita/itdlica para estressada) e minUsculas representam diferenca
estatistica entre os niveis de disponibilidade hidrica dentro de cada ambiente. Os dados sédo médias +
desvio padrdo.
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Fonte: a autora.

3.5. Efeitos do ambiente e niveis de disponibilidade hidrica no jaborandi: uma

analise multivariada

A associagao entre as variaveis massa seca total, area foliar, CWSI, Fv/Fm, Fo
e as enzimas CAT, SOD e APX, influenciadas pelo efeito do ambiente e niveis de
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disponibilidade hidrica, foram exploradas em uma analise de discriminante candnica.
Os resultados para as duas primeiras variaveis canonicas estdo apresentados em
um grafico do tipo biplot (Figura 11). Ha forte correlacdo positiva ente as variaveis
massa seca total e Fv/Fm e entre as enzimas APX, CAT e SOD e o CWSI. O centro
de cada elipse demonstra os valores médios de cada tratamento. Como ndo ha
sobreposicao das elipses, isso indica que todos os tratamentos se diferenciaram
estatisticamente. O tamanho de cada seta indica a sua respectiva importancia para a
diferenciacdo entre os tratamentos e a sua direcéo indica o seu impacto positivo ou

negativo em cada tratamento.

Figura 11. Biplot das duas primeiras variaveis canénicas obtidas a partir da analise de discriminante
para mudas de jaborandi crescidas em diferentes ambientes em diferentes niveis de disponibilidade
hidrica. A porcentagem da variancia total explicada por cada variavel candnica é indicada entre
parénteses. As letras que acompanham os tratamentos representam: C = controle e S = estressado.
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Fonte: a autora.

Para melhorar o entendimento de como cada ambiente afetou as mudas de
jaborandi de forma isolada foi construida a figura 12. Para as mudas conduzidas
sem estresse hidrico, maiores valores de massa seca total, Fv/Fm e area foliar foram
encontrados no ambiente quente e com baixo DPV (WH), enquanto que o0s
ambientes com alto DPV (WD e CD) foram aqueles onde foram encontrados as

maiores concentracdes das enzimas CAT, SOD e APX e dos indices Fo e CWSI,
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indicando o estresse provocado pelo alto DPV. Nos tratamentos com estresse
hidrico, novamente os maiores valores de éarea foliar e Fv/Fm foram obtidos no
ambiente WH. Contudo, o maior valor de massa seca foi obtido no ambiente WD. Os
menores valores de éarea foliar e Fv/Fm e os maiores de Fo, CWSI, SOD e CAT

foram encontrados nas mudas crescidas no ambiente CD.

Figura 12. Biplot das duas primeiras variaveis canénicas obtidas a partir da analise de discriminante
para mudas de jaborandi crescidas em diferentes ambientes em condi¢cGes de disponibilidade hidrica
nao estressante (A) e sob estresse hidrico (B). A porcentagem da variancia total explicada por cada
variavel canbnica € indicada entre parénteses. As letras que acompanham os tratamentos
representam: C = controle e S = estressado.
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo sdo os primeiros a revelar como a
temperatura, o DPV e disponibilidade hidrica impactam o crescimento do jaborandi,
ilustrando o desafio que os produtores e pesquisadores brasileiros enfrentam no
processo de expansao dessa espécie para ambientes com condi¢des climéaticas
adversas, bem como em ac¢bes de reducdo dos riscos de extingdo da espécie. A
partir dos resultados deste estudo pode-se indicar padrbes de resisténcia e
susceptibilidade as condi¢bes climaticas para a espécie, 0 que torna esta pesquisa

extremamente importante.
4.1. Respostas de mudas de jaborandi a temperatura do ar

O crescimento das mudas de jaborandi foi influenciado pelo aumento da
temperatura, quanto mais altos os valores (WH e WD) maior o crescimento e a

producdo de massa seca das mudas (Figura 5 e 6). Temperaturas mais altas
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também foram favoraveis ao crescimento, como relatado nos estudos de Ribeiro et
al. (2017) com espécies da Amazobnia, Xavier et al. (2017) em espécies de Mata
Atlantica, e por Xavier et al. (2018) em eucalipto. Em condi¢ces de temperaturas
mais baixas (CH e CD) as mudas tiveram crescimento (parte aérea e radicular) e
expansdo foliar reduzidos. O efeito negativo de temperaturas mais baixas em
espécies da Amazonia também foi observado por Ribeiro et al. (2017), avaliando
Carapichea ipecacuanha em condi¢cdo de temperatura média igual a 22°C e Coelho
et al. (2013) avaliando Psychotria ipecacuanha em condi¢cées de temperaturas
meédias inferiores a 25°C. A reducdo do crescimento nessas condicdes € uma
resposta morfogénica induzida pelas temperaturas mais baixas, como indicado por
diversos autores (SHIBASAKI et al., 2009; NOIA JUNIOR et al., 2018b; CALZADILLA
et al., 2016).

A temperatura também afetou o rendimento quantico e a fluorescéncia minima
do jaborandi. Os resultados indicam que as baixas temperaturas estudadas (CH e
CD) promoveram um efeito negativo no PSIlI do jaborandi, sobretudo ao meio dia
(Figura 8 e 9). Este resultado aceita a hipotese que a baixa temperatura reduz o
fluxo de elétrons no processo fotossintético, visto que o Fv/Fm € uma medida da
eficiéncia da cadeia de transferéncia de elétrons do PSIlI (WU et al., 2018). De
acordo com Noéia Juanior et al. (2018a), a seringueira, espécie também nativa da
Floresta Amazbnia, reduz a condutancia estomatica e tem o0 processo de
carboxilacdo prejudicado quando exposta a condigbes de baixa temperatura. Estas
respostas podem estar relacionadas com o aumento da concentracdo de acido
absicisico (ABA) nas folhas sob condi¢cbes de baixas temperaturas. Alguns autores
indicam que o aumento da concentracdo do ABA é um sinal de defesa quimica e um
indutor de resisténcia ao frio das plantas (SALES et al., 2012; GUO et al., 2014).

4.2. Respostas de mudas de jaborandi ao DPV

As mudas de jaborandi também se mostraram sensiveis aos diferentes valores
de DPV. Ambientes com DPV mais alto (WD e CD), promoveram aumento no indice
CWSI (Figura 7). Esse indice varia entre 0 a 1, onde O representa uma condi¢ao
bem hidratada e 1 uma condigcdo né&o transpirante, ou seja, totalmente estressante
(JACKSON et al., 1981; VAZQUEZ, 2013). O indicativo limiar de estresse é de 0,7
(MATESE et al.,, 2018; BELLVERT et al.,, 2014), entretanto pode variar entre

espécies. Bellvert et al. (2014), por exemplo, relata valores de CWSI para videira


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0981942818304170?via%3Dihub#bib22
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entre 0,3 e 0,5 como moderadamente estressada e igual ou acima de 0,7 como
estresse severo. Assim, os resultados desta pesquisa mostram, por meio do CWSI,
que a limitacdo de &gua no ambiente e no substrato causou alteracbes nos
processos de dissipacdo de calor e resfriamento foliar das mudas de jaborandi,
levando ao aumento da temperatura foliar (Figura 7). Segundo Garcia-Tejero et al.
(2016) e Pou et al. (2014), h& forte correlacdo entre temperatura foliar e a abertura
estomatica, o que indica que o fechamento estomético sob condi¢cdes de alto DPV
e/ou baixa disponibilidade hidrica podem ter ocasionado o aumento do CWSI. Os
resultados indicam que o alto DPV intensificou o estresse hidrico em mudas de

jaborandi.
4.3. Respostas de mudas de jaborandi a disponibilidade hidrica

O estresse hidrico limitou o crescimento em altura, didmetro, area foliar e
biomassa das mudas de jaborandi (Figura 5 e 6). O estresse hidrico tem um efeito
inibidor sobre a taxa de crescimento de plantas (TARDIEU et al., 2011; ZLATEV,
LIDON, 2012). Este efeito esta relacionado a complexa interacdo entre a fisiologia
das plantas e o estresse hidrico. Diversos autores, citam que a reducdo da
condutancia estomatica e do mesofilo € a principal causa da reducdo das taxas
fotossintéticas sob estresse hidrico (WARREN et al.,, 2011; CANO et al.,, 2014);
Outros autores indicam, que a inibicdo da atividade da ribulose-1,5-bisphosphate-
carboxylase-oxygenase (Rubisco) e a reducdo da capacidade de regeneracao da
ribulose-1,5-bisphosphate (RuBP) sdo, também, importantes inibidores da
fotossintese (TEZARA et al., 2002; THIMMANAIK et al., 2002).

Os resultados deste estudo também demonstram que ocorreu 0 aumento na
atividade das enzimas APX, SOD e CAT, além de um aumento de CWSI e FO e
reducdo da massa seca total, Fv/Fm e area foliar sob condi¢cdes de estresse hidrico.
O aumento da atividade destas enzimas ocorreu em funcdo do aumento da
formacéo de EROS, como Oz, H202 e OH" (LI et al., 2017). A formagdo de EROS
afetou negativamente o funcionamento da cadeia transportadora de elétron, uma vez
gue, a cadeia opera em ambientes aerdbicos, como pdde ser constatado em nossos

resultados, através da reducao do Fv/Fm e aumento do Fo.
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4.4. Respostas de mudas de jaborandi ao efeito combinado de temperatura, UR e

disponibilidade hidrica

O efeito combinado da temperatura, estresse hidrico e DPV, afetou a
morfologia e o0s processos fisiolégicos das mudas de jaborandi. Ocorreram
alteracdes no rendimento quantico (Fv/Fm) e fluorescéncia minima (Fo). De acordo
com Murchie e Lawson (2013) e Zha et al. (2017), o Fv/Fm varia entre 0,77 e 0,81
para a maioria das espécies de plantas em condicfes sadias e ndo estressadas.
Sob condi¢Bes de baixas temperaturas e alto DPV (CD) as 04:00 horas, houve uma
reducdo do Fv/Fm em mudas de jaborandi para 0,68, indicando que as mudas ao
longo da noite ndo recuperaram seu fotossistema Il (Figura 8). Ao meio dia esse
efeito foi ainda maior, uma vez que houve uma reducao do Fv/Fm para 0,54 e 0,39
em CH e CD, respectivamente. Em geral, a diminuicdo em Fv/Fm ocorre como
resultado da inativacdo da fotoquimica de PSII e/ou do aumento na dissipacdo de
energia térmica de antenas de clorofila associadas a PSIl (ADAMS et al., 2013). Os
resultados deste estudo também indicam um aumento na fluorescéncia minima
(Figura 8), que pode ter ocorrido devido a um dano irreversivel no PSIl, indicando
gue a dissipacdo de calor ocorreu de forma descontrolada como indicado pelo
aumento do CWSI (Figura 7), produzindo um excesso de excitacdo dentro das folhas
(THWE; KASEMSAP, 2014).

Os diferentes ambientes estudados influenciaram, também, nos processos
bioguimicos das mudas de jaborandi. Em condi¢cBes de alto DPV e estresse hidrico,
ocorreu estresse oxidativo, observado pelo aumento da atividade enzimatica das
enzimas antioxidantes SOD, APX e CAT (Figura 10), resultados também
encontrados por Tang et al. (2018). Estes resultados aceitam a hip6tese de que com
a baixa UR ocorrerd maior producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
causando um desequilibrio entre producdo e remocdo das EROs, limitando a
crescimento vegetativo. Essa ativacdo do sistema antioxidante é uma regulacéo
fisiologica interna em resposta aos estimulos ambientais (SALAZAR-PARRA et al.,
2012). Diversos estudos mostram que em condicdes adversas, a planta é protegida
contra o efeito de EROs pelo aumento das atividades de enzimas antioxidantes
(SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 2012; LI et al., 2017; HE et al., 2014). A atividade
das enzimas antioxidantes SOD, APX e CAT no sistema de defesa de por exemplo,
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€ uma resposta adaptativa da planta a tolerancia a seca (AGHAIE et al., 2018),
como se pode observar pelos nossos resultados.

A SOD é uma enzima que atua na conversado do radical superoxido (0O2° ) a
peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (O2). O controle do (O2° 7)) em estado
estacionario pela SOD é o principal fator para preservar as células dos danos
oxidativos. Desta forma, a SOD é considerada a primeira defesa enzimatica contra o
estresse oxidativo (ALI et al., 2006), fornecendo a primeira linha de defesa contra
lesbes causadas por EROs (KAYIHAN et al, 2012). No entanto, o sistema
antioxidante trabalha em conjunto, visto que o H202 em fungédo de sua toxidade, é
dismutado em H20 e O2 pelas enzimas CAT e APX, a fim de diminuir os efeitos
citotoxicos no vegetal (SHEHAB et al., 2010). Em nosso estudo observamos que a
producédo de peroxido de hidrogénio (H202) pela atividade da SOD nos ambientes de
baixas temperaturas (CH e CD) foi efetivamente combatida pelo aumento da
atividade da APX. O estresse hidrico promoveu um aumento nas atividades das
enzimas. Soni e Abdin (2017) estudando Artemisia annua L encontraram aumento
da atividade da SOD e APX em condicbes de estresse hidrico, resultados também
encontrados por Omidi et al (2018) em L. ibérica, e Wang et al. (2019) em Prunus
persicae L.

A producdo de metabolitos secundarios é afetada negativamente quando as
plantas séo submetidas a ambientes estressantes, como altas e baixas temperaturas
e estresse hidrico (VARELA et al., 2016). Esses metabolitos secundarios contribuem
para a manutencdo das atividades das plantas quando expostas ao estresse
oxidativo (VARELA et al.,, 2016). Assim, sabendo que a pilocarpina e a
epiisopiloturina fazem parte do metabolismo secundario do jaborandi e sdo ativadas
sob condi¢cdes de estresse, sugerimos novos estudos com o objetivo de avaliar a
concentracdo desses alcaldides nas folhas de plantas conduzidas em diferentes

ambientes.
5. Conclusao

Os resultados deste estudo revelaram que as mudas de jaborandi diminuiram
sua massa seca total quando submetidas a condi¢cdes com disponibilidade limitada
de agua, independentemente do ambiente. Os efeitos da limitagdo hidrica foram
mais proeminentes na massa seca das raizes. Quando submetidas a uma condig¢éao

sem limitacdo hidrica, as mudas de jaborandi apresentaram maior massa seca
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guando conduzidas em ambientes mais quentes, independentemente do DPV. Sob
baixas temperaturas, houve reducdo no rendimento quantico, aumento da
fluorescéncia minima e da atividade enzimética, o que indica danos ao fotossistema
I, limitando os processos fisiolégicos e reduzindo o crescimento. Este estudo € o
primeiro a mostrar a sensibilidade da ecofisiologia jaborandi a diferentes condicdes
ambientais. Além disso, os resultados apontam que regidées com altas temperaturas
e sem restricdo hidrica sdo as mais adequadas para a expansdo do cultivo de
jaborandi no Brasil.
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CAPITULO Il
Ecofisiologia de mudas de Pilocarpus microphyllus em cenérios de

mudancas climaticas

Resumo: A mudanca climética p6e em risco muitas espécies da floresta Amazodnica.
Um exemplo, a espécie medicinal ameacgada de extingdo, Pilocarpus microphyllus
(popularmente conhecida como jaborandi). O jaborandi é uma fonte natural de
alcaldides utilizados para doencas graves, essenciais para uso meédico. No entanto,
0S possiveis impactos das mudancas climaticas nessa espécie ainda sao
desconhecidos. Assim, o objetivo do trabalho é avaliar o efeito das mudancas
climaticas na ecofisiologia de mudas de jaborandi. Para isso, mudas de jaborandi
foram conduzidas em trés cenarios climaticos diferentes, caracterizados como:
Amazoénia atual; RCP4.5 (temperatura média atual da Amazoénia + 2,5°C e 538 ppm
de [CO2]) e RCP 8.5 (+4,5°C e 936 ppm de [COz2]). Dentro de cada cenario climatico
foram aplicados dois niveis de irrigagcdo: mudas mantidas com 90% (ndo
estressadas) e 40% (estressadas) da capacidade de retencdo de agua do substrato.
As variaveis de crescimento, estado da agua da planta, parametros de fluorescéncia,
atividade enzimatica foram avaliadas. Os resultados mostraram que as mudas de
jaborandi apresentaram maior producdo de massa seca total quando cultivadas na
Amazonia atual sem estresse hidrico. O crescimento das mudas foi afetado
negativamente pelos cenarios enriquecidos com COz2, principalmente no RCP 8.5.
Os cenarios de mudanca climéatica tiveram impacto negativo maior quando as mudas
de jaborandi estavam sujeitas ao estresse hidrico. Sob esses cenarios de mudancas
climaticas e estresse hidrico, as mudas alocaram mais carboidratos no sistema
radicular, indicando um mecanismo de sobrevivéncia ao estresse. O efeito negativo
do estresse hidrico na fisiologia e crescimento do jaborandi foi atenuado pelo
cenario RCP 8.5. Nossos resultados indicaram que as mudancas climaticas
previstas impactam negativamente a ecofisiologia jaborandi, sendo uma ameaca a

extincdo dessa espécie.

Palavras-chave: Amazobnia, cenarios climaticos, jaborandi, estresse hidrico, planta

medicinal.
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Abstract: The climate change endangers many species of the Amazon forest. An
example, in the endangered medicinal species Pilocarpus microphyllus (popularly
known as jaborandi). The jaborandi is a natural source of alkaloids used for serious
diseases, essential for medical use. However, the potential impacts of climate
change on this species are still unknown. Thus, the objective was to evaluate the
effect of climate change on the ecophysiology of jaborandi seedlings. For this,
seedlings were exposed to three different climatic scenarios, characterized as:
current Amazon; RCP4.5 (current Amazon average temperature + 2.5°C and 538
ppm of [COz]) and RCP 8.5 (+4.5°C and 936 ppm of [COz]). Within each climatic
scenario, two levels of irrigation were applied: 90% (not stressed) and 40%
(stressed) of the substrate water holding capacity. Growth variables, plant water
status, fluorescence parameters, enzyme activity were evaluated. The results
showed that the jaborandi seedlings showed greater total dry mass production when
grown in the current Amazon with no water stress. The seedlings growth was
negatively affected by the scenarios enriched with COz2, especially RCP 8.5. Climate
change scenarios had the greatest negative impact when the seedlings were subject
to water stress. Under these scenarios of climate change and water stress, the
seedlings allocated more carbohydrates to the root system. The negative effect of
water stress on jaborandi physiology and growth was attenuated by the RCP 8.5
scenario. Our results indicated that the predicted climate changes negatively impact
ecophysiology jaborandi, being a threat to the extinction of this species.

Keywords: Amazon, climatic scenario, jaborandi, water stress, medicinal plants
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1. Introducéo

A concentracdo de CO:2 atmosférico passou de 280 ppm, no periodo pré-
industrial, para 412 ppm nos dias atuais (NOOA, 2019), sendo indicada como a
principal responsavel pela elevagdo de 0,85°C na temperatura média do ar nos
altimos 20 anos (FENG; LI; CHENG, 2014). Estudos preveem que a concentracao
de CO:2 pode chegar a 936 ppm até o final do século XXI (MEINSHAUSEN et al.,
2011), o que resultaria em uma elevacao de 1 a 3,7 °C da temperatura média do ar e
mudancas nos padrdes de distribuicdo da precipitacdo (IPCC, 2014). As mudancas
climaticas terdo importantes impactos na producao florestal. A estimativa é que a
producdo de madeira no mundo, por exemplo, cresca 30 % (TIAN et al., 2016),
contudo, ao mesmo tempo haverd mudancas na estrutura e composicdo das
florestas, o que aumenta o risco de extingdo de diversas espécies (ALVES; FISCH,;
VENDRAM, 1999).

No Brasil, as emissfes de gases do efeito estufa vém ocorrendo em escala
crescente, principalmente pela pressdo constante do desmatamento e das
gueimadas, sobretudo na Amazbnia (MOUTINHO et al.,, 2016; SEEG, 2016). A
estimativa de desmatamento na Amazdnia entre agosto de 2018 e julho de 2019 foi
de 9.762 km?, o que representa um aumento de 29,54% em relacdo ao mesmo
periodo do ano anterior (INPE, 2019a). Ainda em 2019, dados do Instituto Nacional
de Pesquisas Espaciais (INPE) indicaram que os indices de queimadas na
Amazoénia aumentaram 40% da area em relacdo ao ano anterior (INPE, 2019b). Os
efeitos associados das mudancas climaticas, queimadas e da supressao da floresta
pdem em risco muitas espécies florestais da Amazoénia (GOMES et al., 2019). Um
exemplo é a espécie medicinal Pilocarpus microphyllus (jaborandi), citada entre as
principais espécies ameacadas em extin¢gdo no Brasil (ROCHA et al., 2014).

O jaborandi é a unica fonte natural dos alcaloides pilocarpina e uma das
principais de epiisopiloturina (CNCFLORA, 2012), que sdo compostos usados nos
tratamentos de importantes doencas como glaucoma, xerostomia (AGBAN et al.,
2016; GIL-MONTOYA et al., 2016) e esquistossomose (VERAS et al., 2012). A
importancia destes compostos associada a auséncia de respectivas alternativas de
producdo sintética, tornam o jaborandi uma espécie de grande relevancia para as
industrias farmacéuticas (ABREU et al., 2007; VERAS et al., 2013). A exportacio
brasileira de pilocarpina, por exemplo, superou o valor de US$ 3,3 milhdes s6 no
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primeiro semestre de 2019 (ABIQUIFI, 2019). Neste contexto, ha uma preocupacéao
sobre como as plantas de jaborandi responderdo as elevadas concentracdes
atmosféricas de CO2, aumento da temperatura do ar e maior frequéncia na
ocorréncia de déficit hidrico, como consequéncia das mudancgas climaticas futuras.

A disponibilidade de elevada concentracédo de CO:2 para plantas promove uma
menor perda de carbono via fotorrespiracdo, e consequentemente, ocorre aumento
da eficiéncia fotossintética (LEAKEY et al.,, 2009). No entanto, esse aumento da
eficiéncia fotossintética pode ser reduzido devido as altas temperaturas, j4 que as
condicBes térmicas regulam a membrana celular e os ajustes enzimaticos (RAY et
al., 2004). Além disso, as plantas tem os processos fisiologicos afetados pela
disponibilidade de &gua no solo, e sob déficit hidrico, por exemplo, reduzem a
condutancia estomatica para controlar a transpiracdo e a perda de agua (GUO et al.,
2010; NOIA JUNIOR et al., 2019).

Diante disso, essa pesquisa tem como hipdtese que 0s aumentos previstos na
concentracdo de CO2, temperatura do ar, déficit de pressdo de vapor e por
conseguinte diminuicdo da disponibilidade hidrica no solo, causardo um desarranjo
na homeostase dos processos fisiologicos, reduzindo o crescimento das mudas.
Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito das mudancas climaticas na
ecofisiologia de mudas de jaborandi. Desta forma, considera-se que entender as
respostas fisiolégicas do jaborandi submetidos a diferentes cenarios climaticos
proporcionara vantagens como: (i) entender sobre o futuro da espécie diante das

mudancas climaticas previstas e (ii) auxiliar na conservacéo da espécie.
2. Material e métodos
2.1. Local do estudo, material vegetal e condi¢cdes experimentais

O estudo foi desenvolvido na area experimental da Universidade Federal do
Espirito Santo, localizado em Jer6bnimo Monteiro, Espirito Santo, Brasil (latitude
20°47'25” S, longitude 41°23’48” W, e altitude de 120 m). A condugdo do
experimento foi realizada em trés casas de vegetacdo (Van der Hoeven®) com

controle automatizado do ambiente (Figura 1).
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Figura 1. Casa de vegetagcdo (A) e painel de controle das variaveis climéaticas (B) da casa de
vegetacdo, pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira (DCFM) da
Universidade Federal do Espirito Santo no municipio de Jer6nimo Monteiro, ES.

Fonte: a autora.

O controle de temperatura do ar das casas de vegetacéo foi composto por um
sistema de resfriamento evaporativo (pad cooling), ares-condicionados e
aguecedores (Figura 2) que foram acionados por controladores de temperatura (Full
Gauge®, MT-543Ri plus). A umidade relativa do ar das casas de vegetacao foi
controlada por meio de controladores de umidade (Full Gauge®, AHC-80 plus) que
baseia-se na psicrometria (diferenca entre bulbo seco e bulbo Umido) para medir a
umidade relativa do ar, além de um sistema de nebulizacdo de bicos tipo fogger
(nevoeiro).

Figura 2. Sistema de resfriamento evaporativo (A e B), ar condicionado (C) aquecedor (D) da casa de
vegetacdo, pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira (DCFM) da
Universidade Federal do Espirito Santo no municipio de Jerébnimo Monteiro, ES.

Fonte: a autora.
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A programacdo da variacdo da temperatura e da umidade relativa do ar dos
sistemas de controle foi controlada e mantida através da utilizacdo do software
Sistrad®. Para manter as condicdfes ambientais desejadas em cada casa de
vegetacado do estudo, o sistema de controle da temperatura era alterado a cada 30
minutos no periodo diurno e a cada uma hora no periodo noturno, ja para a umidade
desejada foi programada um valor fixo.

Mudas de Pilocarpus microphyllus, acesso Merck, com idade média de um ano
e sete meses e altura média de 18,5 cm, foram conduzidas em vasos brancos, com
capacidade de cinco litros e dimensdes 17 x 21 x 17 cm. Os vasos foram
preenchidos com cinco litros de substrato comercial (Figura 3A), adicionando-se 4,8
g/L de adubo de liberacdo controlada (liberacdo controlada em nove meses), com 0s
seguintes percentuais dos elementos nutricionais: macronutrientes (nitrogénio 16%,
fésforo 8%, potassio 12%, magnésio 2%, enxofre 5%), e os micronutrientes (ferro
0,4%, boro 0,02%, zinco 0,02%, cobre 0,05%, manganés 0,06% e molibdénio
0,015%).

Figura 3. Mudas de Pilocarpus microphyllus (A) e disposi¢cdo das mudas conduzidas dentro de cada
OTC (B) nos diferentes cendarios de mudancas climaticas simulados em casas de vegetagéo,
pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira (DCFM) da Universidade Federal
do Espirito Santo no municipio de Jerénimo Monteiro, ES.

Fonte: a autora.

A estrutura das casas de vegetacdo por serem automatizadas (temperatura e
umidade do ar) e possuirem um sistema de injecdo de diéxido de carbono (CO2)
permitiram a construcao de diferentes cenarios climaticos.
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A definicho do cenario Amazobnia atual teve como base as normais
climatoldgicas de Manaus, disponiveis no site! do Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), onde os valores minimos, médios e maximos da temperatura do ar (Tar),
umidade relativa do ar (UR) e déficit de pressao de vapor do ar (DPV) permitiram a
construcdo das curvas de variacdo da Tar e do DPV ao longo do dia no interior da
casa-de-vegetacao (Figura 4). A manutencdo das condicbes microclimaticas deste
cenario foi controlada pelo sistema de resfriamento evaporativo (pad cooling), ares-
condicionados e aquecedores. O DPV foi obtido por meio da diferenca entre a
pressao de saturacao de vapor d’agua (es) e a pressao parcial de vapor d’agua (ea).
A es foi calculada a partir da equacao de Tetens, e 0 ea pelo produto entre a UR e
es.

Os cenarios de mudancas climaticas utilizados neste estudo, basearam-se nos
cenarios propostos pelo Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) da
ONU, que foram construidos pelas suas instituicfes integrantes (PINHEIRO et al.,
2014), compondo a quinta fase do Projeto de Intercomparacdo de Modelos
Acoplados (CMIP5) (TAYLOR et al., 2012). Para o Quinto Relatério de Avaliagédo
(AR5) do IPCC foi utilizado um novo conjunto de cenarios chamados Representative
Concentration Pathways (RCPs), que servem como entrada para modelagem
climatica e quimica atmosférica nos experimentos numeéricos do CMIP5. Os RCPs
compreendem quatro cenarios de emissfes que levam a quatro niveis de
forcamento radiativo em 2100 e o nome de cada cenério é dado conforme o valor do
forcamento em W/mz2, 2,6; 4,5; 6,0 e 8,5 (IPCC, 2014). No presente estudo foram
considerados os cenarios RCP4.5 considerado intermediario, em que o forcamento
se estabiliza, o RCP8.5 de alta emissdo e um baixo nivel tecnoldgico de mitigacao, e
o forgamento continua aumentando apos 2100 (IPCC, 2014).

Nos cenéarios RCP4.5 e RCP8.5 as curvas de variagdo da Tar e DPV foram
construidas a partir do incremento dos valores das proje¢cfes dos cenarios climéticos
futuros com base nos valores das normais climaticas de Manaus (Amazonia central).
As projecbes de mudangas climaticas para os cenarios RCP4.5 e RCP8.5
apresentam um incremento na média anual da Tar de 2,5 °C e 4,5 °C,

respectivamente, para a regido de Manaus (Figura 4). Nestas projecoes, os valores

1 http://www.inmet.qov.br/portal/index.php?r=clima/normaisClimatologicas
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da concentragédo de CO:2 dos cenarios foram de 538 ppm para o0 RCP4.5 e de 936
ppm para o RCP8.5 (IPCC, 2013).

Figura 4. Variagdo horéria da temperatura do ar e déficit de presséo de vapor (DPV), durante todo o
periodo experimental (23 de junho 2018 a 23 de setembro de 2018. Os dados sdo média + erro
padréo.
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Fonte: a autora.

Dois niveis de disponibilidade hidrica foram estabelecidos para avaliar a
tolerancia das plantas ao estresse hidrico dentro de cada cenario, caracterizados
como: mudas irrigadas (consideradas como controle: ndo estressada) e estressadas
(40% da capacidade maxima de retencdo de agua do substrato: estressada).

A conducdo experimental ocorreu por um periodo de 90 dias, conduzido em
delineamento inteiramente casualizado dentro de cada cenario climatico (Amazénia
atual, RCP 4.5 e RCP 8.5) reproduzidos separadamente por uma casa de vegetacao
e contendo os dois niveis de disponibilidade hidrica, totalizando seis tratamentos,
com seis repetigoes.

Para submeter as mudas de jaborandi a diferentes concentracdes atmosférica
de COz2, nos cenarios RCP 4.5 e RCP 8.5, os vasos foram dispostos dentro de
camaras de topo aberto (OTCs) (Figura 3B). As OTCs possuem formato cilindrico,
sdo compostas por duas partes (superior e inferior) e cada OTC possui um sistema
de injecao forgcada de mistura de ar com CO2 (exaustor de ventilacdo) e reguladores
de fluxo de CO:2 para o interior da mesma (Figura 5). O sistema de inje¢ao de CO:
foi ligado diariamente as 8:00 horas e desligado as 5:00 horas. Além disso, foi
realizado o monitoramento da concentracdo de CO:2 dentro de cada OTC as 8:00
horas e as 12:00 horas através de um analisador de CO2 (Sensor Testo, modelo

535) durante a conducédo do experimento.
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Figura 5. Representacdo esquematica da estrutura das camaras de topo aberto (OTCs) utilizadas no
controle da concentracdo atmosférica de COo..
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1: cilindro de CO,; 2: Regulador de CO,; 3: mangueira pneumatica; 4: exaustor de ventilagdo; 5: camara de
homogeneizagao; 6: peca inferior da camara; 7: peca superior da camara; 8: detalhamento de revestimento (duplo).

Fonte: a autora.

Para caracterizacdo do microclima dos cenarios (Tabela 1) foram instaladas
estacbes meteorolégicas automaticas, instaladas no interior das casas de
vegetacdo. As estacBes foram compostas por sensores de temperatura e umidade
relativa do ar modelo CS500 (Campbell Scientific, Inc., Logan, UT, USA). Os dados
foram armazenados em um datalogger modelo CR-10x (Campbell Scientific, Inc.,
Logan, UT, USA) cujas leituras de dados foram realizadas a cada dez segundos e o
armazenamento dos valores médios a cada cinco minutos. Os dados de déficit de
pressdo de vapor do ar (DPV) foram obtidos pela diferenca entre a pressao de
saturacdo (es) e pressdo parcial de vapor (ea) (PEREIRA; ANGELOCCI;
SENTELHAS, 2002).

Para a avaliacdo da disponibilidade hidrica, a definicdo da méaxima capacidade
de retencdo de agua do substrato (MCRA) foi caracterizado da seguinte forma:
coletou-se uma amostra de substrato antes de adicionar aos vasos (amostra
controle). A amostra controle foi saturada com agua e apés a livre drenagem foi
pesada para caracterizar o peso saturado. Apds a pesagem, a amostra controle foi
levada para estufa de circulagao forcada com temperatura a 105 °C por 24 horas,
para caracterizacdo de seu peso seco. Posteriormente foi calculado o valor da

MCRA através da equacéao abaixo.
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MCRA = Pvs - Pv - [(Psv*Pas)/Pa] Equacéo I.

Em que: Pvs = peso do vaso com substrato saturado (g); Pv = peso do vaso
vazio (g); Psv = peso do substrato inserido no vaso (g); Pas = peso da amostra
controle seca (g); Pa = peso da amostra controle saturada (g).

Tabela 1 - Caracterizacdo microclimatica dos Cenarios simulados nas casas de vegetacao
climatizadas, no periodo de 23 de junho de 2018 a 23 de setembro de 2018. Em que: T =. T:
temperatura do ar, UR: umidade relativa do ar; e DPV: déficit de pressdo de vapor do ar (minimas,
médias e maximas).

Variaveis climaticas Amazonia atual RCP 4.5 RCP 8.5
Temperatura do ar (°C)
Tmin 23,9 24,5 26,7
Tmed 28,3 29,4 31,7
Tméax 32,9 34,3 36,7
Umidade relativa do ar (%)
URmin 81 47 29
URmed 93 55 38
URmMé&x 98 62 46
Déficit de pressédo de vapor do ar (kPa)

DPVmin 0,1 1,2 1,9
DPVméd 0,3 1,9 3,0
DPVmax 0,9 2,8 4,3

Foi determinado a MCRA de todos 0s vasos usados no experimento através da
equacao |, utilizando o Pvs de cada vaso. Posteriormente realizou-se o transplantio
das mudas para os vasos. Apoés o transplantio as mudas foram mantidas por 30 dias
em condicdes semelhantes ao ambiente natural da espécie (Amazbnia atual) e
entdo foram distribuidas aleatoriamente para os cenarios (Amazonia atual, RCP 4.5
e RCP 8.5).

O controle da irrigacdo foi realizado por pesagem diaria das unidades
experimentais e quando necessario era feito a reposicdo da &gua perdida por
evapotranspiracdo (FREIRE et al., 1980). Diariamente o conteldo de agua do
substrato foi avaliado para medir a capacidade de retencdo de agua (CRA) testada
como tratamento, mudas irrigadas (ndo estressada) foram mantidas a umidade do
substrato com 90% da CRA e mudas sob estresse hidrico (estressada) foram
mantidas com 40% da CRA do substrato. As variaveis respostas de crescimento e

parametros fisioldgicos foram avaliadas ao final do experimento.
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2.2. Crescimento das mudas

As variaveis de crescimento analisadas foram: altura, medida com o auxilio de
uma régua milimetrada; didmetro do colo, medido com o auxilio de um paquimetro
digital com precisdo de 0,01 mm; &rea foliar total (AF), mensurada por meio de um
integrador de area foliar modelo LI-3100 (Li-Cor Inc, Lincoln, Nebraska, USA);
massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR). As mudas foram
seccionadas em parte aérea (folhas e caule) e raizes, sendo as raizes lavadas para
remoc¢do do substrato com auxilio de peneira de malha fina para reduzir as perdas
de raizes. Posteriormente, a parte aérea e raizes foram acondicionadas
separadamente em sacos de papel e levadas para estufa de circulacdo de ar
forcado a 65 °C até obtencdo peso constante. A massa seca total (MST) foi
quantificada pelo somatorio dos valores de MSPA e MSR.

2.3. Potencial hidrico e indice CWSI

O potencial hidrico das mudas foi avaliado em quatro horarios diferentes: as
04:00, 10:00, 12:00 e as 15:00 horas (hora local) com o auxilio de uma camara de
pressao Scholander modelo 1505D-EXP (PMS Instrument Company, Albany, OR,
USA). O potencial hidrico das mudas foi avaliado em folhas totalmente expandidas
do terco superior de todas as mudas de cada tratamento.

O Crop Water Stress Index (CWSI) foi calculado de acordo com Jones (1999),

como segue:

__ (Tleaf-Twet)
CWSI = (T dry—Twet)

Em que: Tleaf = a temperatura média da folha em condicdo ambiente; Twet =

Equacao Il.

temperatura de uma folha saturada, pulverizada com agua cinco minutos antes da
leitura da temperatura; e Tdry = temperatura de uma folha sob condi¢cdes nao
transpirante, revestidas com vaselina para fechamento estomatico.

As imagens térmicas foram obtidas utilizando uma camera termografica modelo
FLIR T430sc (FLIR Systems, Wilsonville, OR, EUA), com resolugdo de 320 x 240
pixels, as 10:00 am e as 12:00 pm horario local. A distancia entre a camera e as
mudas foi ajustada em 0,4m e a emissividade utilizada foi de 0,96. As imagens
foram processadas através do software FLIR tools, realizando-se dez amostragens
em cada folha de cada repeticdo para obtencdo da média da temperatura nos

respectivos tratamentos.
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2.4. Parametros da florescéncia da clorofila

Os parametros de fluorescéncia da clorofila medidos foram o rendimento
quantico (Fv/Fm) e a fluorescéncia inicial (Fo), com o auxilio do FluorPen modelo FP
100 (Photon Systems Instruments, Brno, Republica Checa). As medidas foram
realizadas em folhas do terco médio superior, sadias, completamente expandidas,
adaptadas ao escuro por 30 minutos e pulso saturante de luz 1500 pmol m2 s, Os
dados foram coletados em trés folhas de cada muda, em dois horarios: as 04:00
horas e as 12:00 horas (hora local).

A caracterizacdo da clorofila foi realizada através do indice de clorofila a e
indice de clorofila b, medidos em folhas totalmente expandidas do ter¢co superior e
realizando duas leituras por muda. Cada muda foi considerada como uma repetigcéo.
As leituras dos indices de clorofila foram realizadas com o auxilio de um
clorofildmetro (ClorofiLOG®, modelo CFL 1030, Falker). O ClorofiLOG® fornece
resultados em unidades adimensionais, valores ICF (indice de Clorofila Falker)
(FALKER, 2008).

2.5. Determinacéo da atividade enzimatica

Para as analises de enzimas ao final do experimento foram retiradas amostras
de folhas totalmente expandidas do terco superior das mudas (entre 10:30 e 11:30
horas, horario local). Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos seguindo a
metodologia adaptada de Peixoto et al. (1999), caracterizada pela maceragao de 0,3
g de amostra foliar em nitrogénio liquido e adicionando 2 mL de solu¢do, composta
por tampdo de fosfato de potassio de concentracdo 0,1 M (pH 6,8), acido
etilenodiaminotetracético (0,1 mM), fluoreto de fenilmetilsufénico (1 mM) e
polivinilpolipirrolidona (1%).

A atividade da superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), foi determinada
conforme metodologia de Del Longo et al. (1993), com mistura de reacao (2,97 mL)
composto por tampéao de fosfato de potassio a 50 nM (pH 7,8), metionina a 13 mM,
azul de p-nitro tetrazdlio a 75 pM, &cido etilenodiaminotetracético 0,1 mM e
riboflavina a 2 uM. A reacgao foi iniciada com a adi¢ao de 30 uL do extrato enzimatico
bruto. Posteriormente foi realizada a leitura no espectrofotbmetro com absorbancia
de 560 nm, e conferida a atividade do composto formazana azul produzido pela
reacdo de fotorreducdo do azul de p-nitro tetrazolio (GIANNOPOLOTIS; RIES,
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1977). A atividade unitaria da SOD foi definida como o contetdo de enzima capaz de
inibir 50% da reacdo de fotorreducdo do azul de p-nitro tetrazélio (BEAUCHAMP;
FRIDOVICH, 1971).

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6.) foi determinada conforme
metodologia de Havir e Mchale (1987). A mistura de reacdo (2,9 mL), constituiu de
tampéo de fosfato de potassio a 50 mM (pH 7,0) e peréxido de hidrogénio a 12,5
mM. A reagdo foi iniciada a partir da adigdo de 100 pyL do extrato enzimatico. A
reacao do extrato foi avaliada em espectrofotometro UV-Visivel modelo Multiskan Go
(Thermo Scientific, Multiskan GO, Finlandia) a 25 °C em absorbancia no
comprimento de onda 240 nm em dois tempos, nos segundos iniciais e no primeiro
minuto da reacdo. A atividade da CAT foi quantificada com base no coeficiente de
extincdo molar do peréxido de hidrogénio (36 mM cm), conforme Anderson et al.
(1995).

A avaliacdo da peroxidase do pirogalol (POX, EC 1.11.1.7) foi determinada com
base na producdo de purpurogalina a 420 nm a 25 °C (KAR; MISHRA, 1976). A
mistura de reacao (2,9 mL) foi composta de solucao tampao de fosfato de potassio a
25 nM (pH 6,8), pirogalol a 20mM e peréxido de hidrogénio a 20 mM, a reacao
iniciou com adicdo de 100 pL do extrato enzimatico. Para determinar a atividade da
POX, foi realizada a leitura no primeiro minuto de reacédo e calculada levando-se em
consideracdo um coeficiente de extingdo molar de purpurogalina 2,47 (cm* mM)
(CHANCE; MAEHLEY, 1955).

2.6. Andlises estatisticas

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) conjunta
para avaliar a interacdo entre os cendarios e niveis de disponibilidade hidrica
(levando em consideracao os efeitos fixos). A normalidade e a homogeneidade dos
dados (p<0,05) foram analisados pelos testes de Shapiro e Wilk (1965) e de F
maximo proposto por Hartley (1950). As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (p<0,05). A analise conjunta foi realizada em func&o da n&o repeticdo de cada

cenario climatico.
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3. Resultados
3.1. Crescimento das mudas

O crescimento das mudas de jaborandi foi afetado pelos cenarios climaticos e
niveis de disponibilidade hidrica. Os diferentes cenarios climaticos afetaram
significativamente o crescimento em altura e diametro, e area foliar da mudas de
jaborandi (p<0,009, Figura 6). Mudas irrigadas conduzidas nos cenarios enriquecidos
com CO:2 apresentaram reducdo do crescimento, no cenario RCP 4.5 foi observado
redugéo de 28% da altura das mudas em relacdo a Amazonia atual (Figura 6A). Por
outro lado, o crescimento em altura das mudas submetidas ao estresse hidrico ndo
se diferenciou estatisticamente entre os cenarios. Na avaliacdo do estresse hidrico
dentro de cada cenario, nota-se que o Amazbnia atual apresentou maior impacto,
sendo que mudas sob estresse hidrico dentro deste cendrio apresentaram uma
reducdo do crescimento em altura de 44% em relacdo as irrigadas. No entanto, nos
cenarios RCP 4.5 e RCP 8.5 o efeito do estresse hidrico foi compensado pelo
aumento do CO2, e as mudas dentro destes cenarios ndo se diferiram

estatisticamente entre si quanto ao crescimento em altura.

Figura 6. Altura (A), diametro (B) e &rea foliar (C) de mudas de jaborandi conduzidas em diferentes
cenarios climéticos (Amazdnia atual, RCP 4.5 e RCP 8.5) e niveis de irrigacdo (Ndo estressada e
Estressada). Diferentes letras representam diferencas estatistica significativas entre tratamentos
(Tukey, p=<0,05). Letras mailsculas comparam a diferenca estatistica por cenérios (mailscula para
mudas NS e mailscula negrita/italica para mudas S) e letras minUsculas representam diferenca
estatistica entre os niveis de irrigagdo por ambienteo. Os dados sédo médias + desvio padréo.
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A maior area foliar ocorreu no cenario RCP 4.5 (p<0,001 Figura 6C). Mudas
irrigadas do cenario RCP 4.5 apresentaram area foliar 35% maior do que as
conduzidas no RCP 8.5. O maior efeito da restricdo hidrica ocorreu no cenario
Amazobnia atual, onde as mudas estressadas reduziram a area foliar em 33%. O
aumento do CO2 do RCP 8.5 beneficiou a producdo de area foliar das mudas sob
estresse hidrico, visto que neste cenario ndo houve diferenca significativa entre as
mudas irrigadas e estressadas.

A maior produgdo de massa seca total (MST) foi obtida em mudas irrigadas
conduzidas no cenario Amazoénia atual, sendo 25% maior que as mudas conduzidas
no cenario RCP 8.5 (p<0,001, Figura 7A). Quando as mudas foram submetidas ao
estresse hidrico, a MST néo diferiu estatisticamente entre os cenarios estudados.
Contudo, avaliando o efeito do estresse hidrico dentro de cada cenério observa-se
gue o maior impacto na producdo de MST ocorreu na Amazobnia atual, com uma
reducdo de 32% da producdo de MST. No cenéario RCP 8.5, diferentemente dos
outros cenarios estudados a producdo de MST néo foi afetada pelo estresse hidrico.

A maior producdo de massa seca da parte aérea (MSPA) ocorreu em mudas
irrigadas conduzidas no cenario Amazonia atual e RCP 4.5 (p<0,002, Figura 7B).
Mudas do cenario Amazodnia atual apresentaram producéo de MSPA 12% maior que
aguelas conduzias no RCP 8.5. Por outro lado, as mudas do cenario RCP 8.5
apresentaram menor efeito do estresse hidrico, mudas nesta condi¢do apresentaram
reducdo na producdo de MSPA de 18%, enquanto as mudas do cenario Amazonia
atual reduziram 35% em comparacao as mudas irrigadas, nos respectivos cenarios.

A maior producdo de massa seca da raiz (MSR) ocorreu em mudas irrigadas
do cenario Amazodnia atual (p<0,001, Figura 7C). O cenario mais impactante para a
producdo de MSR foi o RCP 8.5. Ao comparar mudas irrigadas do cenario RCP 8.5
com as do Amazébnia atual, nota-se uma reducdo de 25% da produgcdo de MSR.
Avaliando o efeito do estresse hidrico dentro de cada cenario, observa-se que na
Amazonia atual as mudas irrigadas apresentaram uma producdo de MSR 27% maior
que as mudas submetidas ao estresse hidrico. Nos cenarios RCP 4.5 e RCP 8.5
mudas irrigadas apresentam menor producéo de MSR que as mudas submetidas ao
estresse hidrico, 29 e 35% respectivamente, indicando que o CO2 compensou 0

estresse hidrico.
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Figura 7. Massa seca total (A), massa seca da parte aérea (B) e massa seca de raizes (C) de mudas
de jaborandi conduzidas em diferentes cenarios climaticos (Amazonia atual, RCP 4.5 e RCP 8.5) e
niveis de irrigacdo (N&o estressada e Estressada). Diferentes letras representam diferencas
estatistica significativas entre tratamentos (Tukey, p<0,05). Letras mailsculas comparam a diferenca
estatistica por cenarios (mailscula para mudas NS e mailscula negrita/itdlica para mudas S) e letras
minudsculas representam diferenga estatistica entre os niveis de irrigacdo por ambiente. Os dados sao
médias * desvio padréao.
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3.2. Potencial hidrico e indice CWSI

Os cenérios climaticos afetaram significativamente o potencial hidrico das
mudas de jaborandi em todos os horérios avaliados (p<0,001, Figura 8). Além disso,
o potencial hidrico foi penalizado pelos niveis de disponibilidade hidrica (p<0,001).
Observa-se que ao longo do dia os horarios mais estressantes para o status hidrico
das mudas de jaborandi foram as 10:00 horas e as 12:00 horas, no horéario das
15:00 horas ocorreu uma reducdo, ou seja, menos negativo. Além disso, observa-se
gue o potencial hidrico das mudas foi mais afetado no cenario RCP 8.5 em todos o0s
horarios avaliados (Figura 8).

Analisando o potencial hidrico as 4:00 horas as mudas do RCP 8.5
apresentaram-se 23% mais negativo que as conduzidas na Amazoénia atual (Figura
8). Nos horéarios mais estressantes, o potencial hidrico das mudas conduzidas no
cenario RCP 8.5 foi 19% mais negativo as 10:00 horas e 30% as 12:00 horas em

relacdo aquelas do Amazonia atual (Figura 8). Aléem disso, as 12:00 horas ocorreu o
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efeito dos niveis de disponibilidade hidrica (p<0,01), onde mudas irrigadas e
estressadas do cenario RCP 8.5 apresentaram potencial hidrico 28% e 32% mais
negativo que na Amazénia atual, respectivamente. Ademais, o efeito dos niveis de
disponibilidade hidrica foi mais acentuado as 12:00 horas no cenario RCP 4.5, onde
as mudas estressadas apresentaram potencial hidrico 42% mais negativo que as
mudas irrigadas. Na avaliacdo as 15:00 horas (Figura 8), observa-se que 0 cenario
mais estressante para o potencial hidrico das mudas de jaborandi foi o RCP 8.5,

26% mais negativos que a Amazonia atual.

Figura 8. Potencial hidrico (as 04:00, 10:00, 12:00 e as 15:00 horas), de folhas de mudas de jaborandi
conduzidas em diferentes cenarios climéaticos (Amazénia atual, RCP 4.5 e RCP 8.5) e niveis de
irrigacdo (N&o estressada e Estressada). Diferentes letras representam diferencas estatistica
significativas entre os cenarios climéaticos (Tukey, p<0,05). Os dados sdo médias + desvio padréo.
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O efeito dos diferentes cenarios climaticos e niveis de disponibilidade hidrica
sobre as mudas de jaborandi também foram observados pelo CWSI (Figura 9),
sendo o horario de 12:00 horas o mais estressante (Figura 9B). O CWSI se
diferenciou estatisticamente tanto entre 0s cenarios como entre 0s niveis de
disponibilidade hidrica (p<0,05). O efeito dos cenarios foi mais expressivo em mudas
sob estresse hidrico. Mudas sob estresse hidrico as 10:00 horas nos cenarios com

aumento da concentracdo de CO2, temperatura e DPV apresentaram CWSI maior. O
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RCP 8.5 obteve CWSI 23% maior que a Amazonia atual (Figura 9A). Por outro lado,
as 12:00 horas este efeito foi reduzido, mudas do RCP 8.5 apresentaram CWSI 20%
maior que a Amazébnia atual (Figura 9B). Analisando o efeito dos niveis de
disponibilidade hidrica dentro de cada cenario, observa-se maior efeito no RCP 8.5,
mudas sob estresse hidrico deste cenario apresentaram CWSI de 48% e de 31% as

10:00 horas e as 12:00 horas, respectivamente, maior que o cenario Amazonia atual.

Figura 9. Crop water stress index (CWSI) medido as 10:00 horas (A) e 12:00 horas (B) de mudas de
jaborandi conduzidas em diferentes cenarios climaticos (Amazonia atual, RCP 4.5 e RCP 8.5) e niveis
de irrigacdo (N&o estressada e Estressada). Diferentes letras representam diferencas estatistica
significativas entre tratamentos (Tukey, p<0,05). Letras mailsculas comparam a diferenca estatistica
por cenarios (mailscula para mudas NS e mailscula negrita/italica para mudas S) e letras minlsculas
representam diferenca estatistica entre os niveis de irrigacdo por ambienteo. Os dados sdo médias +
desvio padréo.
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3.3. Parametros da florescéncia da clorofila

A fluorescéncia da clorofila, apresentada na forma de rendimento quéantico e
fluorescéncia minima, foi influenciada tanto pelas condic6es dos cenarios climaticos
como pelos niveis de disponibilidade hidrica (p<0,001, Figura 10A). O rendimento
quantico (Fv/Fm) as 4:00 horas apenas se diferenciou no cenario RCP 4.5, os demais
cenarios apresentaram Fv/Fm médio de 0,64 (Figura 10A). Por outro lado, as 12:00
horas o efeito dos cenarios sobre o Fv/Fm ocorreu somente em mudas submetidas
ao estresse hidrico, sendo o RCP 4.5 o mais afetado, sendo que mudas sob
estresse hidrico deste cenério reduziram o Fv/Fm em 56% em relacdo a Amazonia
atual (Figura 10B). Avaliando o efeito dos niveis de disponibilidade hidrica sobre o
Fv/Fm dentro de cada cenario, nota-se que no RCP 4.5 foi o mais afetado, mudas

estressadas deste cenario reduziram 66% do rendimento quéantico.
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Figura 10. Rendimento quantico (Fv/Fm) e fluorescéncia minima (Fo) as 04:00 horas (A) e as 12:00
horas (B), em folhas de mudas de jaborandi conduzidas em diferentes cenarios climéaticos (Amazénia
atual, RCP 4.5 e RCP 8.5) e niveis de irrigacdo (Ndo estressada e Estressada). Diferentes letras
representam diferengas estatistica significativas entre tratamentos (Tukey, p<0,05). Letras mailsculas
comparam a diferenca estatistica por cenarios (mailscula para mudas NS e mailscula negrita/italica
para mudas S) e letras minlsculas representam diferenca estatistica entre os niveis de irrigagdo por
ambienteo. Para Fv/Fm (A, 4:00 horas) letras minUsculas comparam a diferenca estatistica entre os
cenarios. Os dados sao médias + desvio padrao.

0 - A 04:00 1.0 - B 12:00
E o081 b a b 0.8 -
: 1 - - aA
L 0.6 0.6 -
0.4 - 0.4 bB
0.2 - 0.2 -
0.0 T . ) 0.0
17000 - c 17000 -
15000 - 15000
T 13000 1 aA 13000 -
aB
11000 { p 2B 11000 { b
bA bA
9000 - ﬂ 9000 -
7000 . r 7000
Amazodnia RCP 45 RCP85 Amazonla RCP 4.5 RCP 8.5
atual atual
Cenario Cenario

|:| N&o estressada . Estressada
Fonte: a autora.

Quanto aos resultados da fluorescéncia minima (Fo), nota-se que ocorreu uma
maior limitacdo da eficiéncia na recuperacdo da fluorescéncia no RCP 4.5 e em
mudas sob estresse hidrico. As 4:00 horas as mudas submetidas ao estresse hidrico
do cenario RCP 4.5 foram mais afetadas, ocorreu um aumento de Fo em 14% em
relacdo ao Amazonia atual (Figura 10C). As 12:00 horas o cenario RCP 4.5 também
foi 0 mais estressante, apresentou um Fo 16% maior que a Amazonia atual (Figura
10D), além disso observa-se que o aumento da concentracdo de CO:2 beneficiou
fluorescéncia minima do RCP 8.5 as 12:00 horas em mudas irrigadas. Avaliando o
efeito dos niveis de disponibilidade hidrica dentro de cada cenario, nota-se que as
4:00 horas somente o0 Amazobnia atual ndo foi afetado significativamente, sendo o
RCP 4.5 o mais influenciado, mudas sob estresse hidrico deste cenério
apresentaram aumento 29% do Fo. Além disso, as 12:00 horas o efeito do estresse

hidrico também foi mais forte no cenario RCP 4.5 com um aumento de Fo em 37%,
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diferentemente do RCP 8.5, que o estresse hidrico foi compensado pelo aumento da
concentracdo de COs..

A clorofila das mudas de jaborandi também foi afetada pelos cenérios
climaticos (p<0,03, Figura 11). Os cenarios enriquecidos com CO2 apresentaram
uma leve reducédo da clorofila a, sobretudo no RCP 4.5 que diminuiu em 10% em
relacdo ao Amazonia atual (Figura 11A). A mesma tendéncia ocorreu para a clorofila
b, mudas conduzidas nos cenarios enriquecidos com CO:2 apresentaram uma
reducdo, sendo mais afetado no RCP 4.5 que diminuiu em 34% em relagdo a
Amazonia atual (Figura 11B). As clorofilas a e b ndo foram penalizadas pelos niveis

de disponibilidade hidrica.

Figura 11. Clorofila a (A) e clorofila b (B) de mudas de jaborandi conduzidas em diferentes cenarios
climéticos (Amazonia atual, RCP 4.5 e RCP 8.5) e niveis de irrigacdo (N&o estressada e Estressada).
Diferentes letras representam diferencas estatistica significativas entre tratamentos (Tukey, p<0,05).
Os dados sdo médias + desvio padréo.
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3.4. Determinacéo da atividade enziméatica

Os diferentes cenarios climaticos e niveis de disponibilidade hidrica afetaram a
atividade enzimatica das mudas de jaborandi. Os resultados revelam que as
enzimas superoxido dismutase (SOD) e peroxidase do pirogalol (POX) tiveram a
producdo afetada pelos cenarios climaticos (p<0,001, Figura 12A e B). A atividade
da enzima SOD decresceu a medida que aumentou a concentracdo de CO2 dos
cenarios, houve uma reducdo de 55% no RCP 8.5 em relacdo a Amazébnia atual,
indicando que o enriquecimento com CO:2 favoreceu a atividade da SOD (Figura
12A). Por outro lado, a POX apresentou comportamento contrario ao da SOD, ou
seja, a medida que aumentou a concentracédo de CO:2 dos cenarios a atividade desta
enzima também cresceu, obtendo uma atividade 44% maior no cenario RCP 8.5 que

o Amazébnia atual (Figura 12B). Além disso, o efeito dos tratamentos de niveis de
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disponibilidade hidrica também diferiu entre si para as enzimas SOD e POX,

mostrando que as mudas sob estresse hidrico aumentaram a atividade enzimatica

em 17 e 19% na SOD e POX, respectivamente.

Figura 12. Efeitos da atividade de enzimas antioxidantes, superéxido dismutase (A, SOD), Peroxidase
(B, POX) e Catalase (C, CAT) em folhas de mudas de jaborandi conduzidas em diferentes cenarios
climaticos (Amazonia atual, RCP 4.5 e RCP 8.5) e niveis de irrigacédo (N&o estressada e Estressada).
Diferentes letras representam diferencas estatistica significativas entre tratamentos (Tukey, p<0,05).
Letras mailsculas comparam a diferenca estatistica por cenarios (mailscula para mudas NS e
mailscula negrita/italica para mudas S) e minusculas representam diferenca estatistica entre os
niveis de irrigacdo por ambienteo. Os dados sdo médias + desvio padrao.
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A atividade da enzima catalase (CAT) foi afetada pelos cenarios climéticos e
niveis de disponibilidade hidrica (p<0,01, Figura 12C). Mudas irrigadas apresentaram
maior atividade da CAT no cenario RCP 4.5. Por outro lado, em mudas sob estresse
hidrico a atividade desta enzima cresceu a medida que aumentou a concentracédo de
CO2, promovendo um aumento de 55% da atividade enzimatica no RCP 8.5,
indicando que o aumento a concentracdo de CO2, temperatura do ar, DPV e o
estresse hidrico promovem maior producdo de EROs. Avaliando o efeito dos niveis
de disponibilidade hidrica sobre a CAT dentro de cada cenario, percebe-se que o
efeito mais expressivo ocorreu no RCP 8.5, onde mudas sob estresse hidrico

obtiveram um aumento de 68% na atividade desta enzima.
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4. Discussao

O crescimento e a producdo de massa seca das mudas de jaborandi foram
afetados pelos cenérios climaticos (Figura 6 e 7). O cenario RCP 8.5 reduziu a
producdo de massa seca, 0 crescimento em altura, diametro e area foliar das
mudas. O incremento de CO:2 estimula a fotossintese por atuar como “fertilizante”
nos processos fotossintéticos (MARTINEZ et al., 2015), no entanto associar o
aumento da concentracdo de CO2, da temperatura do ar e DPV, além do estresse
hidrico em mudas de jaborandi, resultou em uma redugédo da producdo de massa
seca total (Figura 7). E importante destacar que a elevada concentracdo de CO2
incrementa a taxa fotossintética e a biomassa (LEAKEY et al., 2009). Por outro lado,
a elevacao da temperatura aumenta a propor¢cdo entre perda fotorrespiratéria de
carbono e ganho fotossintético, tendo assim um efeito oposto ao do aumento da
concentracdo CO2 (LONG, 1991), levando a uma reducdo do crescimento das
mudas.

Em todos os cenarios climéticos estudados o estresse hidrico reduziu as
variaveis de crescimento, exceto a massa seca da raiz nos cendrios RCP 4.5 e RCP
8.5 (Figura 7C). Este resultado mostra que as mudas de jaborandi dos cenarios RCP
4.5 e RCP 8.5 conseguiram alocar mais carbono para as raizes quando submetidas
a déficit hidrico. Em experimentos com demanda atmosférica e concentracfes de
CO: fixas, outros autores observaram que as plantas respondem ao déficit hidrico
direcionando carboidratos para crescimento do sistema radicular (QUARESMA,
2016; NOIA JUNIOR et al., 2019). Os resultados deste estudo indicam que a
alocacdao de carboidrato para raiz em condicfes de déficit hidrico depende, também,
da concentracdo atmosférica de CO:2 e da temperatura. Resultados semelhantes aos
deste estudo também foram encontrados para outras espécies da Amazobnia, em
estudos avaliando o estresse hidrico (SILVESTRE et al., 2017).

O estresse hidrico possui efeito inibidor sobre o crescimento de plantas
(TARDIEU et al.,, 2011; ZLATEV,; LIDON, 2012). Resultado de uma complexa
interacdo entre os processos fisioldgicos e o status hidrico da planta, a reducéo da
condutancia estomatica e do mesofilo € a principal causa da atenuacdo das taxas
fotossintéticas sob estresse hidrico (CANO et al., 2014; WARREN et al., 2011).
Outros autores indicam que a inibicdo da atividade da ribulose-1,5-bisphosphate-

carboxylase-oxygenase (Rubisco) e a reducdo da capacidade de regeneracao da
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ribulose-1,5-bisphosphate  (RuBP) s&do, também, importantes inibidores da
fotossintese (TEZARA et al., 2002; THIMMANAIK et al., 2002).

O status hidrico das mudas de jaborandi, avaliado através do potencial hidrico
e do indice CWSI, foi afetado pelos cenarios climaticos e pelo estresse hidrico.
Avaliado ao longo do dia, o potencial hidrico, foi afetado principalmente no cenario
RCP 8.5, onde mesmo as mudas irrigadas apresentaram resultados crescente até
as 12 pm (de -0,66 MPa as 4:00 horas até 2,31 MPa as 12:00 horas, Figura 8). Na
avaliacdo realizada as 4am, houve efeito dos cenarios, o RCP 8.5 apresentou
potencial hidrico mais negativo que o da Amazobnia atual, evidenciando o efeito
estressante do aumento de temperatura e DPV sobre o status hidrico das mudas.
Durante a noite, quando a transpiracdo é baixa e a planta se reidrata, o potencial
hidrico tende a ser menos negativo (LACERDA, 2007), mostrando que se as
condicbes do RCP 8.5 ndo fossem estressantes os valores do potencial hidrico
analisados as 4:00 horas seriam estatisticamente iguais ao da Amazoénia atual. Além
disso, este efeito foi ainda mais pronunciado as 12:00 horas, quando a transpiracao
€ maxima e a pressdo negativa no xilema alcanca um valor mais negativo, onde as
mudas sob estresse hidrico do cenario RCP 8.5 apresentaram potencial hidrico de -
2,5 MPa (Figura 8). Este efeito sobre o potencial hidrico também foi encontrado em
espécies amazobnicas em estudos avaliando o efeito do aumento da temperatura,
DPV e estresse hidrico no substrato (OLIVEIRA et al., 2019; SILVESTRE et al.,
2017).

O indice CWSI também foi afetado pelos cenarios climaticos e principalmente
pelo estresse hidrico, sendo o horario mais estressante as 12:00 horas. O CWSI
varia de 0 a 1, onde O representa uma condicdo em que a planta esta bem hidratada
e 0 1 uma condi¢cdo néo transpirante, ou seja, totalmente estressante (JACKSON et
al., 1981; VAZQUEZ, 2013). O indicativo limiar de estresse é de 0,7 (BELLVERT et
al., 2014; MATESE et al., 2018), contudo pode variar entre espécies. Por exemplo,
Bellvert et al. (2014) relata que valores de CWSI para videira entre 0,3 e 0,5 é
considerado moderadamente estressada e igual ou acima de 0,7 observa-se um
estresse severo. Assim, os resultados deste estudo mostram, por meio do CWSI,
que a limitagdo causada pelo estresse hidrico, bem como as condi¢des estressantes
do cenario RCP 8.5, causaram alteragbes nos processos de dissipacdo de calor e
resfriamento foliar das mudas de jaborandi, levando ao aumento da temperatura

foliar (Figura 9). Segundo Garcia-Tejero et al. (2016) e Pou et al. (2014), existe uma
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forte correlacéo entre temperatura foliar e a abertura estomatica, o que indica que o
fechamento estomatico sob condi¢cGes de alto DPV e/ou baixa disponibilidade hidrica
podem ter ocasionado o aumento do CWSI.

A fluorescéncia da clorofila das mudas de jaborandi também foram sensiveis
aos cenarios climaticos e ao estresse hidrico, promovendo um efeito negativo no
PSIl do jaborandi, sobretudo ao meio dia (Figura 10). Este resultado indica que o
aumento da concentracdo de CO2, temperatura, DPV e o estresse hidrico reduz o
fluxo de elétrons no processo fotossintético levando a uma menor eficiéncia do
fotossistema Il, consequentemente uma reducdo do crescimento das mudas. O
rendimento quéantico (Fv/Fm), variavel que mede a eficiéncia da cadeia de
transferéncia de elétrons do PSIl (WU et al.,, 2018), apresentou as 4:00 horas
diferengca entre os cenarios climéticos, indicando que ocorreu um leve dano ao
fotossitema Il (PSIlI), visto que as mudas néo recuperaram o PSII totalmente durante
a noite, no cenario RCP 8.5 por exemplo obteve Fv/Fm de 0,64 uma faixa abaixo do
normal, que no geral varia entre 0,77 e 0,81 para maioria das espécies de plantas
sob condi¢des nédo estressantes (MURCHIE; LAWSON, 2013; ZHA et al., 2017). As
12:00 horas o efeito conjunto do aumento de CO2, temperatura e DPV reduziu o
Fv/Fm, chegando a 0,51 no cenéario RCP 8.5 em mudas irrigadas e de 0,20 no RCP
4.5 nas mudas sob estresse hidrico, mostrando que ocorreu uma inativacdo da
fotoquimica do PSII e/ou do aumento na dissipacdo de energia térmica de antenas
de clorofila associadas a PSII (ADAMS et al., 2013).

Nos dois horarios avaliados as mudas sob estresse hidrico apresentaram maior
fluorescéncia minima (Fo), principalmente no RCP 4.5, mostrando que a dissipacéo
de calor ocorreu de forma descontrolada, causado pelo fechamento estomatico, pelo
aumento do potencial hidrico e CWSI, produzindo um excesso de excitacdo dentro
das folhas (THWE; KASEMSAP, 2014). Este aumento de Fo pode indicar alteracdes
estruturais nos pigmentos das antenas, como dissociacdo dos pigmentos das
antenas coletoras de luz do complexo principal do PSIl (MISHRA; TERASHIMA,
2003; MISHRA et al., 2007).

Os cenérios climaticos também afetaram as clorofilas (a e b), sobretudo no
RCP 4.5, promovendo uma reducgéo na clorofila das mudas de jaborandi. A elevada
concentracdo de CO2, 0 aumento da temperatura e o déficit hidrico, séo fatores que
reduzem o conteudo de clorofila nas folhas, como indicado por diversos autores
(CEULEMANS; MOUSSEAU, 1994; WULLSCHLEGER et al., 1992;JORDAN, et al.,
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2016; SPRTOVA et al., 2003; KALINA et al., 2001; HASANUZZAMAN et al., 2013;
MATHUR et al., 2014; PERDOMO et al., 2017). Além disso, a elevada concentracéo
de CO: aumenta a formacdo de centros de reacdo inativos ou danificados do
fotossistema I, modifica proteinas da membrana tilacéide envolvidas no transporte
de elétrons (HIDEG; STRID, 2017). Estes fatores podem ter causado da reducédo a
absorcéo de fotons pelas folhas (Figura 11).

Os parametros de fluorescéncia da clorofila Fv/Fm e Fo indicam que houve
alteracdes das reacdes fotoquimicas, apontando que a reducdo da cadeia de
transporte de elétrons pode promover danos fotoinibidores e/ou foto-oxidativos nos
dois fotossistemas, como indicado pelos resultados deste estudo (Figura 10). Estes
danos geram um desequilibrio subsequente entre as reagBes fotoquimicas e
bioguimicas na fotossintese, induzindo a superproducdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), especialmente nos cloroplastos, resultando em estresse oxidativo
gue pode danificar os lipidios da membrana e o fotossistema (DEMIDCHIK, 2015;
MATHUR et al., 2014; CHOUDHURY et al.,, 2017), como também indicado nesta
pesquisa (Figura 12).

A atividade enzimética foi influenciada pelos cenérios climaticos, especialmente
para mudas sob estresse hidrico. Os diferentes mecanismos relacionados a
tolerancia das plantas ao estresse abiotico, o sistema de defesa antioxidante, que
consiste em diferentes enzimas (POX, SOD, APX) e compostos antioxidantes
(ascorbato, glutationa, tocoferol, etc.) realizam um importante papel protetor contra
efeitos deletérios da ERO (MITTLER, 2002). O estresse causado pelos cenarios e
restricdo hidrica mostram que houve estresse oxidativo nas enzimas, evidenciando
que o aumento da atividade enzimética ocorreu em funcdo da maior producdo de
EROs, como Oz, H202 e OH" (LI et al., 2017).

Os resultados deste estudo também indicam que a formacdo de EROs afetou
negativamente o funcionamento da cadeia transportadora de elétron, uma vez que, a
cadeia opera em ambientes aerdbicos, como pdde ser observado pelos parametros
de fluorescéncia Fv/Fm, Fo e clorofila a e b (Figura 10 e 11). A ativacdo do sistema
antioxidante é uma regulacdo fisiologica interna em resposta aos estimulos
ambientais (SALAZAR-PARRA et al., 2012). Estudos revelam que em condi¢Ges
adversas, a planta € protegida contra o efeito de EROs pelo aumento das atividades
de enzimas antioxidantes (Li et al., 2017; He et al., 2014). Vale a pena ressaltar que

0 sistema antioxidante age em conjunto, o H202 em funcdo de sua toxidade é
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dismutado em H20 e O:2 pela enzima CAT, que atua para reduzir os efeitos
citotoxicos no vegetal (SHEHAB et al., 2010). O aumento da atividade enzimatica
causado pelo estresse hidrico, também encontrado por TANG et al. (2018) avaliando
Cucumis sativus L, SONI; ABDIN (2017) estudando Artemisia annua L, OMIDI et al.
(2018) em L. ibérica, e (WANG et al., 2019) em Prunus persicae L.

5. Conclusao

Os resultados encontrados neste estudo mostram que 0s cenarios climaticos
RCP 4.5 e RCP 8.5 reduzem o crescimento do jaborandi e que o estresse hidrico é
um dos efeitos mais limitantes e proeminentes. As mudas de jaborandi
apresentaram maior producdo de massa seca total quando conduzidas na Amazénia
atual. O efeito combinado do aumento da concentracéo de CO2, da temperatura do
ar e DPV limitou o potencial hidrico foliar, parametros de fluorescéncia e a atividade
enzimatica, resultando em uma limitacdo da producdo massa seca total. Além disso,
0 estresse hidrico atuou sobretudo no status hidrico, fluorescéncia da clorofila e
principalmente no crescimento em altura e na massa seca da parte aérea das

mudas de jaborandi.
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CAPITULO Il

Crescimento de mudas de espécie amazonica sob cenarios de
mudancas climéticas: uma abordagem ecofisioldgica para Euterpe
oleracea

Resumo: O acai € uma palmeira nativa da regido amazonica de grande interesse
nacional e internacional, sobretudo pelos beneficios nutricionais e propriedades
medicinais de seus frutos. No entanto, ainda ndo ha informacdes sobre as respostas
ecofisiolégicas do acai frente as mudancas climaticas. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito das mudancas climaticas na ecofisiologia de mudas de
acai. Para isso, mudas de acai foram conduzidas em trés cenarios climaticos
diferentes: Amazonia atual; RCP4.5 (temperatura média atual na Amazénia + 2,5 ° C
e 538 ppm de [CO2]) e RCP 8,5 (+ 4,5 ° C e 936 ppm de [COz]). Dentro de cada
cenario climatico foram aplicados dois niveis de irrigacdo: mudas mantidas com 90%
(ndo estressadas) e 40% (estressadas) da capacidade de retencdo de agua do
substrato. Avaliou-se as trocas gasosas, status hidrico, parametros de fluorescéncia,
atividade enzimética e producdo de massa seca. Os resultados mostram que as
variaveis de trocas gasosas foram beneficiadas pelo aumento da concentracao
atmosférica de CO2 dos cenéarios RCP4.5 e RCP 8.5 mesmo quando submetidas ao
estresse hidrico. As condicdes do RCP 8.5 foram as mais estressantes para o
potencial hidrico. Além disso, as condicdes do cenario RCP 8.5 reduziu o
rendimento quéntico, aumentou a fluorescéncia minima e atividade enzimatica,
principalmente sob estresse hidrico, indicando que a condi¢cdo estressante deste
cenario levou a producdo de espécies reativas de oxigénio. O aumento da
concentracdo de CO2 embora tenha beneficiado as trocas gasosas, as mudas néo
converteram o carbono assimilado em biomassa. Assim o0s cenarios climaticos

RCP4.5 e RCP 8.5 apresentaram o menor crescimento e producao de massa seca.

Palavras-chave: AmazOnia, acai, cenarios climaticos, estresse hidrico, trocas

gasosas



107

Abstract: Acai is a palm tree native to the Amazon region of great national and
international interest, especially for the nutritional benefits and medicinal properties of
its fruits. However, there is still no information on the ecophysiological responses of
acai to climate change. Thus, the objective of this work was to evaluate the effect of
climate change on the ecophysiology of acai seedlings. For that, acai seedlings were
conducted in three different climatic scenarios: current Amazon; RCP4.5 (current
average temperature in the Amazon + 2.5 ° C and 538 ppm [CO2]) and RCP 8.5 (+
4.5 ° C and 936 ppm [COZ2]). Within each climatic scenario, two levels of irrigation
were applied: seedlings kept at 90% (not stressed) and 40% (stressed) of the water
holding capacity of the substrate. Gas exchange, water status, fluorescence
parameters, enzyme activity and dry matter production were evaluated. The results
show that the gas exchange variables were benefited by the increase in the
atmospheric CO2 concentration of the scenarios RCP4.5 and RCP 8.5 even when
subjected to water stress. The conditions of RCP 8.5 were the most stressful for
water potential. In addition, the conditions of the RCP 8.5 scenario reduced the
quantum yield, increased the minimum fluorescence and enzymatic activity, mainly
under water stress, indicating that the stressful condition of this scenario led to the
production of reactive oxygen species. The increase in CO2 concentration, although
it benefited gas exchange, the seedlings did not convert the assimilated carbon into
biomass. Thus, the climate scenarios RCP4.5 and RCP 8.5 showed the lowest
growth and dry mass production.

Keyword: Amazon, acai, climatic scenarios, water stress, gas exchange.
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1. Introducéo

As mudancas climaticas tém sido tema central nas politicas publicas e
econdmicas de todo o mundo. O aumento da concentracdo atmosférica de dioxido
de carbono (CO2) que vem ocorrendo gradativamente, atingindo 412 ppm nos dias
atuais (NOAA, 2019), tem causado também o aumento da temperatura do ar e a
alteracdo da frequéncia e intensidade das chuvas (IPCC, 2014). Estudos mostram
um aumento de 0,85 °C da temperatura média do ar nos ultimos 20 anos (HUANG et
al., 2017; CAl et al., 2018; IPCC, 2018; SUN et al., 2019). Previsbes para o final do
século XXl mostram que a concentracdo de CO2 pode chegar a 936 ppm
(MEINSHAUSEN et al., 2011), o que pode gerar um aumento de 1,0 a 3,7 °C da
temperatura. Nas Ultimas trés décadas muitos estudos tém sido relacionado as
mudancgas no clima em escala global com o desmatamento, indicando 0s riscos
sobre a biodiversidade, servigcos ecossistémicos e na saude humana (SHUKLA et
al., 1990; BETTS et al., 2004; MALHI et al., 2008; OCHOA-QUINTERO et al., 2015;
BARLOW et al., 2016; BRONDIZIO et al., 2016 ; PARRY et al., 2018; ZEMP et al.,
2017; RAO et al., 2019).

No Brasil, uma das principais fontes de emisséo de gases do efeito estufa é a
conversdo das florestas em pastagens e terras agricolas, principalmente na regido
da floresta amazénica (SEEG-BRASIL, 2016; MOUTINHO et al., 2016). A estimativa
do desmatamento médio no periodo de agosto de 2018 a julho de 2019 na floresta
amazonica foi de 9.762 km2, 29,54% maior que o ano anterior (INPE, 2019a). Além
disso, a Amazobnia também tem sido constantemente atingida por queimadas. Em
2019, por exemplo, o balanco de dados até agosto indica que as queimadas na
Amazoénia apresentaram altos indices em comparacdo aos Ultimos 15 anos e um
aumento de 34% em relagcdo ao anterior (INPE, 2019b). As queimadas e 0
desmatamento tém contribuido para o aquecimento global e ameacam a
conservacao da biodiversidade mundial (SAMPAIO et al., 2007), visto que o0s
ecossistemas amazonicos abrigam cerca de 10 a 15% da biodiversidade terrestre
(HUBBELL et al., 2008). Um exemplo é o Euterpe oleracea (acai), espécie de
grande interesse comercial devido a suas propriedades alimenticias e antioxidantes
de seus frutos (OLIVEIRA et al., 2019).

O acaizeiro é uma palmeira nativa da regido amazonica (YAMAGUCHI et al.,
2015) de grande interesse nacional e internacional (OLIVEIRA et al.,, 2016),



109

sobretudo pelos beneficios nutricionais (CANTU-JUNGLES et al., 2017) e
propriedades medicinais (OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2015). A maior
producéo de acai ocorre no estado do Paré e destaca o Brasil como maior produtor
mundial (IBGE, 2017). O consumo crescente do acgai estimulou a mudanca do
sistema de producao extrativista para plantios comerciais, dando inicio ao processo
de expansdo da espécie para grandes areas comerciais (RUFINO et al., 2011).
Contudo, ha uma preocupagcdo sobre como as plantas de acai responderdo as
mudancas climaticas.

Plantas submetidas a elevadas concentracdes de CO2 atmosférico reduzem a
perda de carbono via fotorrespiracdo e consequentemente aumentam a eficiéncia
fotossintética (LEAKEY et al., 2009). Esse incremento deve-se especialmente a
atividade da Rubisco que € principal catalizadora nas rea¢fes de assimilacdo de
CO2 atmosférico pelas plantas na carboxilagdo da ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP)
(STITT, 1991). Por outro lado, esse aumento da eficiéncia pode ser reduzido devido
as altas temperaturas, uma vez que estas regulam a membrana celular e ajustes
enzimaticos (RAY et al., 2004). Em condi¢Bes de temperaturas mais elevadas ocorre
aumento do processo de respiracdo e reducdo na eficiéncia fotossintética das
espécies vegetais (YAMORI et al., 2014; NOIA JUNIOR et al., 2018). As altas
temperaturas também causam alteracées na condutancia estoméatica e na difusédo do
mesofilo, causando abscisdo foliar (HIKOSAKA et al., 2006). Além disso, 0s
processos fisiolégicos das plantas também sédo afetados pela disponibilidade de
agua no solo. Plantas sob condicdo de déficit hidrica apresentam reducdo da
condutancia estomatica para controlar a transpiracdo e manter o potencial hidrico
(GUO et al., 2010; NOIA JUNIOR et al., 2019). Também, o déficit hidrico promove
decréscimo na fotossintese pela limitacdo estomética e pode inibir ou reduzir a
atividade de enzimas relacionadas com a fixagao de CO2, como a Ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenasse (Rubisco), além de causar redugdo no transporte
de elétrons entre os fotossistemas (FAROOQ et al., 2009).

Diante disso, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito das mudancas climaticas,
simulando trés cenarios climéaticos (Amazénia atual, Representative Concentration
Pathway de 4.5 -RCP4.5- e RCP 8.5) na ecofisiologia de mudas de acai. Assim, tém-
se as hipdteses que: i) os aumentos previstos na concentracdo de CO2, temperatura
do ar, déficit de pressdo de vapor e estresse hidrico, causardo um desarranjo na

homeostase dos processos fisioldgicos; ii) embora o processo de fotossintese seja
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beneficiado pela maior concentracdo de CO2, 0 aumento da temperatura, do déficit
de pressédo de vapor (DPV) e do estresse hidrico promoverdo danos oxidativos e
diminuird a eficiéncia do fotossistema Il, resultando em uma reducéo do crescimento
das mudas. Desta forma, consideramos que conhecer as respostas fisiolégicas do
acai conduzidos em diferentes cenarios climaticos proporcionara vantagens como:
(i) entender sobre o futuro da espécie em diferentes cenarios de mudancas

climaticas e ii) auxiliar na conservacao da espécie.

2. Material e métodos

2.1. Local do estudo, condicao e conducéo experimentais

Local do estudo

A pesquisa foi realizada na area experimental da Universidade Federal do
Espirito Santo, Brasil (latitude 20°47°25” S, longitude 41°23'48” W, e altitude de 120
m), sendo o experimento conduzido em trés casas de vegetacao (Van der Hoeven®)
com controle ambiental automatizado (Figura 1), no periodo de 23 de junho 2018 a

23 de setembro de 2018.

Figura 1. Casa de vegetacdo (A) e painel de controle das variaveis climéaticas (B) da casa de
vegetacdo, pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira (DCFM) da
Universidade Federal do Espirito Santo no municipio de Jerdbnimo Monteiro, ES.

Fonte: a autora.

A temperatura do ar das casas de vegetacao foi controlada por um sistema de
resfriamento evaporativo (pad cooling), ares-condicionados e aquecedores que eram
acionados por controladores de temperatura (Full Gauge®, MT-543Ri plus) (Figura
2). J4 a manutencéo dos valores da umidade relativa do ar foi realizado por meio de
controladores de umidade (Full Gauge®, AHC-80 plus) que baseia-se na
psicrometria (diferenca entre bulbo seco e bulbo Umido) para medir a umidade
relativa do ar, além de um sistema de nebulizacéo de bicos tipo fogger (nevoeiro).
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A variacdo dos valores da temperatura e da umidade relativa do ar dos
sistemas foi controlado e mantido através da utilizacdo do software Sistrad®. Para
simular as condi¢ces ambientais diarias em cada casa de vegetacdo do estudo, o
sistema da temperatura era alterado a cada 30 minutos no periodo diurno e a cada
uma hora no periodo noturno, ja para a umidade desejada foi programada um valor

fixo.

Figura 2. Sistema de resfriamento evaporativo (A e B), ar condicionado (C) e aquecedor (D) da casa
de vegetacdo, pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira (DCFM) da
Universidade Federal do E_s‘pl'rito Santo no mﬁicipio de Jer6nimo Monteiro, ES.

Fonte: a autora.

Condicdes experimentais

Trés diferentes cenarios climéaticos foram simulados nas casas de vegetacao
automatizadas com controle da temperatura e umidade do ar, de injecdo de diéxido
de carbono (COy).

Um cenario Amazonia atual, simulado com base as normais climatolégicas de
Manaus, disponiveis no site? do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), onde
os valores minimos, médios e maximos da temperatura do ar (Tar), umidade relativa

(UR) e déficit de pressao de vapor do ar (DPV) permitiram a construcdo das curvas

2 http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=clima/normaisClimatologicas
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de variacdo da Tar e do DPV ao longo do dia no interior da casa-de-vegetacédo. A
manutencao das condi¢cdes microclimaticas deste cenario foi controlada pelo sistema
de resfriamento evaporativo (pad cooling), ares-condicionados e aquecedores
(Figura 2). O DPV foi obtido por meio da diferenca entre a pressao de saturacao de
vapor d’agua (es) e a pressao parcial de vapor d’agua (ea). A es foi calculada a
partir da equacéo de Tetens, e 0 ea pelo produto entre a UR e es.

Os outros dois cenarios simulam as mudancas climéaticas e basearam-se nos
cenarios propostos pelo Painel Intergovernamental de Mudancas Climaticas
(Intergovernmental Panel on Climate Change - IPCC) da ONU, construidos pelas
suas instituicées integrantes (PINHEIRO et al., 2014), compondo a quinta fase do
Projeto de Intercomparacédo de Modelos Acoplados (CMIP5) (TAYLOR et al., 2012).
Para o Quinto Relatorio de Avaliagdo (AR5) do IPCC foi utilizado um novo conjunto
de cenarios chamados de Representative Concentration Pathways - RCPs, que
servem como entrada para modelagem climatica e quimica atmosférica nos
experimentos numéricos do CMIP5. Os RCPs compreendem quatro cenarios de
emissdes que levam a quatro niveis de forcamento radiativo em 2100 e o nome de
cada cenario é dado conforme o valor do forcamento em W/m2, 2,6; 4,5; 6,0 e 8,5
(IPCC, 2014a). Nesse estudo foram utilizados os cenarios RCP4.5, considerado
intermediario, em gque o forcamento se estabiliza, e 0 RCP8.5 de alta emissao e um
baixo nivel tecnolégico de mitigacao, onde o forcamento continua aumentando ap6s
2100 (IPCC, 2014a).

As curvas de variacdo da Tar e DPV nos cenéarios RCP4.5 e RCP8.5 foram
simuladas a partir do incremento dos valores das proje¢cdes dos cenarios climaticos
futuros com base nos valores das normais climéaticas de Manaus (Amazonia central).
As projecbes de mudancas climaticas para os cenarios RCP4.5 e RCP8.5
apresentam um incremento na média anual da Tar de 2,5 °C e 4,5 °C,
respectivamente, para a regido de Manaus (Figura 3). Nestas projecoes, os valores
da concentracédo de CO:2 dos cenarios foram de 538 ppm para o RCP4.5 e de 936
ppm para o RCP8.5 (IPCC, 2013).
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Figura 3. Variacao horaria da temperatura do ar e déficit de pressédo de vapor (DPV) dos trés cenarios
estudados nas casas de vegetacdo, Jerdbnimo Monteiro — ES, Brasil.,, durante todo o periodo
experimental (23 de junho 2018 a 23 de setembro de 2018. Os dados sdo média * erro padrao.

8 - 5 -
S 4
@« —~~
= g3
Q2
5’22 S

24

22 rrrrrrrrrr1rrrrrrr1r 1111711 0 LI L L O L B N I B

0 3 6 9 12 15 18 21 23 0 3 6 9 12 15 18 21 23
Hora Hora
—— Amazobnia atual RCP45 —— RCP85

Fonte: a autora.

Para submeter as mudas de acai a diferentes concentracdes atmosférica de
COg, os vasos foram dispostos dentro de camaras de topo aberto (OTCs). As OTCs
possuem formato cilindrico, sdo compostas por duas partes (superior e inferior) e
cada OTC possui um sistema de injecdo forcada de mistura de ar com CO: e
reguladores de fluxo de CO: para o interior da OTC (Figura 4). O sistema de injecao
de CO: foi ligado diariamente as 8:00 am e desligado as 17:00 horas (hora local).
Além disso, foi realizado o monitoramento da concentracdo de CO:2 dentro de cada
OTC as 8:00 e as 12:00 horas (hora local) através de um analisador de CO2 (Sensor
Testo, modelo 535) durante a conducéo do experimento.
Foram instaladas estacfes meteorol6gicas automaticas no interior das casas
de vegetacdo para caracterizar o microclima em cada um dos cenarios (Tabela 1).
As estacOes foram compostas por sensores de temperatura e umidade relativa do ar
modelo CS500 (Campbell Scientific, Inc., Logan, UT, USA). Os dados foram
armazenados em um datalogger modelo CR-10x (Campbell Scientific, Inc., Logan,
UT, USA) cujas leituras de dados foram realizadas a cada dez segundos e o
armazenamento dos valores médios a cada cinco minutos. Os dados de déficit de
pressdo de vapor do ar (DPV) foram obtidos a partir do calculo da pressao de
saturacao de vapor de agua (es) e pressao parcial de vapor (ea) (PEREIRA et al.,
2002), sendo o DPV obtido pela diferenca entre es e ea.
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Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura das camaras de topo aberto (OTCs) utilizadas no
controle da concentragéo atmosférica de COa.
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1: cilindro de CO,; 2: Regulador de CO,; 3: mangueira pneumdtica; 4: exaustor de ventilagdo; 5: camara de
homogeneizagdo; 6: peca inferior da cdmara; 7: pega superior da camara; 8: detalhamento de revestimento (duplo).

Fonte: a autora.

Para avaliar a tolerancia das plantas ao estresse hidrico dentro de cada cenéario
foram estabelecidos dois niveis de disponibilidade hidrica, caracterizados como:
mudas irrigadas (consideradas como controle: Not stressed) e estressadas (40% da

capacidade maxima de retencéo de agua do substrato: Stressed).

Tabela 1. Caracterizagdo microclimatica dos cenarios simulados nas casas de vegetacao
climatizadas, no periodo de 23 de junho de 2018 a 23 de setembro de 2018. Em que: T é temperatura
do ar, UR é umidade relativa do ar e DPV & déficit de pressao de vapor do ar (minimas, médias e
méaximas).

e Amazobnia atual RCP 4.5 RCP 8.5
Variaveis climaticas
Temperatura do ar (°C)
Tmin 23,8 24,5 26,7
Tmed 28,3 29,4 31,7
Tmax 32,9 34,3 36,7
Umidade relativa do ar (%)

URmin 81 a7 29
URmed 93 55 38
URmMax 98 62 46

Déficit de pressao de vapor do ar (kPa)
DPVmin 0,1 1,2 1,9
DPVméd 0,3 1,9 3,0
DPVmax 0,9 2,8 4,3

Para caracterizacdo dos dois niveis de disponibilidade hidrica, foi calculada a
maxima capacidade de retencdo de agua do substrato (MCRA) da seguinte forma:
coletou-se uma amostra de substrato antes de adicionar aos vasos (amostra
controle). A amostra controle foi saturada com agua e apos a livre drenagem pesada

para caracterizar o peso saturado. Apds a pesagem, a amostra controle foi levada
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para estufa de circulacdo forcada com temperatura a 105 °C por 24 horas, para
caracterizacdo de seu peso seco. Posteriormente calculou-se o valor da MCRA
através da equacao abaixo.

MCRA = Pvs - Pv - [(Psv*Pas)/Pa] Equacéo I.

Onde, Pvs é o peso do vaso com substrato saturado (g); Pv € o peso do vaso
vazio (g); Psv é o peso do substrato inserido no vaso (g); Pas € o peso da amostra
controle seca (g); Pa é o peso da amostra controle saturada (g).

Foi determinado a MCRA de todos 0s vasos usados no experimento através da
equacéo I, utilizando o Pvs de cada vaso. O controle da irrigagao foi realizado por
pesagem didria das unidades experimentais e quando necessario foi reposto a agua
perdida por evapotranspiracdo (Freire et al., 1980). Diariamente o contetudo de agua
do substrato foi avaliado para medir a capacidade de retencdo de agua (CRA)
testada como tratamento, mudas irrigadas (ndo estressada) foram mantidas com
umidade do substrato com 90% da CRA e mudas submetidas a estresse hidrico

(estressada) foram mantidas com 40% da CRA do substrato.
Conducéo experimental

O experimento foi conduzido por um periodo de 90 dias, em delineamento
inteiramente casualizado dentro de cada cenario climatico (Amazonia atual, RCP 4.5
e RCP 8.5) reproduzidos separadamente por uma casa de vegetacdo e contendo 0s
dois niveis de disponibilidade hidrica, totalizando seis tratamentos, com seis
repeticoes.

Mudas de Euterpe oleracea (Figura 5A), com idade de quatro meses e altura
média de 19 cm, foram transplantadas para vasos brancos, com capacidade de
cinco litros e dimensdes 17 x 22 x 17 cm, preenchidos com substrato comercial e
adicionado ao substrato 4,8 g/L de adubo de liberacdo controlada (liberacdo
controlada em nove meses), com O0S seguintes elementos nutricionais:
macronutrientes (nitrogénio 15%, fosforo 8%, potassio 12%, magnésio 1,2%, enxofre
4%), e os micronutrientes (ferro 0,4%, boro 0,02%, zinco 0,02%, cobre 0,05%,
manganés 0,06% e molibdénio 0,015%).

Apo6s o transplantio, as mudas foram mantidas por 30 dias em condigbes
semelhantes ao ambiente natural da espécie (Amazbnia atual) e entdo foram

distribuidas aleatoriamente dentro das OTCs (Figura 5B) de cada cenarios
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(Amazobnia atual, RCP 4.5 e RCP 8.5). Ap6s 90 dias sob conducéo nos diferentes
tratamentos foram realizadas as determinacdes das variaveis respostas de

parametros fisioldgicos e crescimento.

Figura 5. Mudas de Euterpe oleracea (A) e disposicdo das mudas conduzidas dentro de cada OTC
(B) nos diferentes cenarios de mudancas climaticas simulados em casas de vegetagdo, pertencente
ao Departamento de Ciéncias Florestais e da Madeira (DCFM) da Universidade Federal do Espirito
Santo no municipio de Jerdbnimo Monteiro, ES.

Fonte: a autora.

2.2. Determinacgéo de trocas gasosas e status hidrico

Foram medidas a taxa de assimilacéo liquida de CO:2 (A, umol m? s1), taxa de
transpiracdo (E, mmol H20 m?2 s* de H20), condutancia estomatica (gs, mol m2 s
de H20) e concentracdo intracelular de CO2 (Ci, pmol mol?). As medigées foram
feitas usando um analisador de gas infravermelho portatil (IRGA, modelo Li COR
6400, LI-COR Inc., Lincoln, NE, EUA), a uma intensidade luminosa de 1500 pmol m-?
s e uma concentracdo de CO2 de 400 ppm, 538ppm e 936 ppm nos cenarios,
Amazonia atual, RCP 4.5 e RCP 8.5, respectivamente. As avaliacdes foram feitas as
08:00 horas, as 10:00 horas, as 12:00 horas e as 03:00 horas (hora local) em folhas
totalmente expandidas do terco superior da planta, utilizando seis repeticdes por
tratamento. Cada muda foi considerada como uma repeticdo. A eficiéncia
instantdnea da carboxilagdo (A/Ci) foi estabelecido através da relagédo entre a taxa
de assimilacéo liquida de CO:2 e a concentragdo intercelular de COz, e a eficiéncia
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intrinseca do uso da agua (A/gs) foi estabelecida através da relacdo entre taxa de
assimilacéo liquida de COz e condutéancia estomatica.

O status hidrico das plantas foi avaliado antemanh& e ao meio dia com auxilio
de uma camara de pressdo Scholander modelo 1505D-EXP (PMS Instrument Co.,
Albany, OR, USA). O status hidrico das mudas foi avaliado em folhas totalmente

expandidas do terco superior de todas as plantas de cada tratamento.

2.3. Parametros de fluorescéncia e de clorofila

Os parametros de fluorescéncia da clorofila medidos foram o rendimento
quantico (Fv/Fm) e fluorescéncia inicial (Fo), com o auxilio do FluorPen modelo FP
100 (Photon Systems Instruments, Brno, Republica Checa). As medidas foram
realizadas em folhas do terco médio superior, sadias, completamente expandidas,
adaptadas ao escuro por 30 minutos e pulso saturante de luz 1500 umol m2 s1. Os
dados foram coletados em dois horarios: as 04:00 horas e as 12:00 horas (hora
local).

A caracterizacdo da clorofila foi realizada através do indice de clorofila a e
indice de clorofila b, medidos em folhas totalmente expandidas do terco superior da
planta, utilizando seis plantas por tratamento e realizando duas leituras por cada
planta. As leituras dos indices de clorofila foram realizadas com o auxilio de um
clorofildmetro (ClorofiLOG®, modelo CFL 1030, Falker). O ClorofiLOG® fornece
resultados em unidades adimensionais, valores ICF (indice de Clorofila Falker)
(FALKER, 2008).

2.4. Determinacéo da atividade enziméatica

Para as andlises da atividade das enzimas foram retiradas amostras de folhas
totalmente expandidas do terco superior da planta (entre 10:30 e 11:30 horas). Os
extratos enzimaticos brutos foram obtidos seguindo metodologia adaptada de
Peixoto et al. (1999), caracterizada pela maceracédo de 0,3 g de amostra foliar em
nitrogénio liquido e adicionando 2 mL de solu¢do, composta por tampéo de fosfato
de potassio de concentracdo 0,1 M (pH 6,8), acido etilenodiaminotetracético (0,1
mM), fluoreto de fenilmetilsufénico (1 mM) e polivinilpolipirrolidona (1%).

A atividade da superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), foi determinada
conforme metodologia de Del Longo, et al. (1993), com mistura de reacao (2,97 mL)

composto por tampéao de fosfato de potassio a 50 nM (pH 7,8), metionina a 13 mM,
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azul de p-nitro tetrazdlio a 75 pM, acido etilenodiaminotetracético 0,1 mM e
riboflavina a 2 uM. A reacgao foi iniciada com a adi¢gao de 30uL do extrato enzimatico
bruto. Posteriormente, foi realizada a leitura no espectrofotometro com absorbancia
de 560 nm, e conferida a atividade do composto formazana azul produzido pela
reacao de fotorreducdo do azul de p-nitro tetrazélio (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).
A atividade unitaria da SOD foi definida como o conteudo de enzima capaz de inibir
50% da reacdo de fotorreducdo do azul de p-nitro tetrazdlio (BEAUCHAMP;
FRIDOVICH, 1971).

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6.) foi determinada conforme
metodologia de (HAVIR; MCHALE, 1987). A mistura de reacado (2,9 mL), constituiu-
se de tampao de fosfato de potassio a 50 mM (pH 7,0) e perdxido de hidrogénio a
12,5 mM. A reacéo foi iniciada a partir da adicdo de 100 yL do extrato enzimatico. A
reacao do extrato foi avaliada em espectrofotdmetro UV-Visivel modelo Multiskan Go
(Thermo Scientific, Multiskan GO, Finlandia) a 25 °C em absorbancia no
comprimento de onda 240 nm em dois tempos, nos segundos iniciais e no primeiro
minuto da reacdo. A atividade da CAT foi quantificada com base no coeficiente de
extingdo molar do peréxido de hidrogénio (36 mM cm™), conforme (ANDERSON et
al., 1995).

A avaliacdo da peroxidase do pirogalol (POX, EC 1.11.1.7) foi determinada com
base na producéo de purpurogalina a 420 nm a 25 °C (Kar: Mishra, 1976). A mistura
de reacdo (2,9 mL) foi composta de solugdo tampéao de fosfato de potassio a 25 nM
(pH 6,8), pirogalol a 20mM e peroxido de hidrogénio a 20 mM, a reac¢do iniciou com
adicdo de 100 pyL do extrato enzimatico. Para determinar a atividade da POX, foi
realizada a leitura no primeiro minuto de reacdo e calculada levando-se em
consideragdo um coeficiente de extincdo molar de purpurogalina 2,47 (cm* mM)
(CHANCE; MAEHLY, 1955).

2.5. Avaliagéo de crescimento

Ao final do experimento as variaveis de crescimento analisadas foram: area
foliar total (AF), mensurada por meio de um integrador de area foliar modelo LI-3100
(Li-Cor Inc, Lincoln, Nebraska, USA), massa seca de parte aérea (MSPA), massa
seca da raiz (MSR) e massa seca total (MST).

A fim de medir a producdo de massa seca, as mudas foram seccionadas em

parte aérea (folhas e caule) e raizes. As raizes foram lavadas para remocédo do
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substrato com auxilio de peneira de malha fina para reduzir as perdas. Em seguida,
a parte aérea e raizes foram acondicionadas separadamente em sacos de papel e
levadas para estufa de circulacdo de ar forcado a 65 °C até obtencdo peso
constante. A massa seca total (MST) foi quantificada pelo somatorio dos valores de
MSPA e MSR.

2.6. Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) conjunta para
avaliar a interacdo entre os cenarios e niveis de disponibilidade hidrica (levando em
consideracdo os efeitos fixos). A normalidade e a homogeneidade dos dados
(p<0,05) foram analisados pelos testes de Shapiro e Wilk (1965) e de F maximo
proposto por Hartley (1950). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(p=<0,05). A andlise conjunta foi realizada em funcdo da n&o repeticdo de cada

cenario climético.

3. Resultados

3.1. Trocas gasosas e potencial hidrico foliar

As trocas gasosas das mudas de acai foram influenciadas pelos diferentes
cenarios climéticos e pelos diferentes niveis de disponibilidade hidrica (p<0,05)
(Figura 6). Maiores taxas de assimilacédo liquida de CO2 (A) ao longo do dia foram
observadas nos cenarios enriguecidos com CO2 em mudas sem restricdo hidrica,
sobretudo no RCP 8.5. As 08:00 horas, horéario de maior atividade de A, mudas do
RCP 8.5 irrigadas e sob déficit hidrico apresentaram A 38% e 46% maior que o
cenario Amazonia atual, respectivamente. Ao longo do dia mudas do cenéario RCP
8.5 mantiveram maior atividade de A, mesmo quando conduzidas sob déficit hidrico.
Mudas conduzidas no cenario RCP 4.5 sob déficit hidrico reduziram em 48% a
atividade de A entre os horarios de 08:00 horas e 10:00 horas (Figura 6A, B).

As mudas que cresceram nos cenarios RCP 4.5 e RCP 8.5 apresentaram
menores valores de abertura estomatica (gs) ao longo do dia, independente da
disponibilidade hidrica. No cenario Amazonia atual foram observados os maiores
valores de gs.

A concentracgdo intracelular de CO2 (Ci) assim como a A foi favorecida pelos

cenarios enriquecidos com COz2. Os resultados mostram que os valores de Ci foram,
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em meédia 54% maiores em mudas conduzidas no cenario RCP 8.5 (Figura 6E, F),

guando comparadas com aquelas conduzidas no cenario Amazonia atual.

Figura 6. Taxa de assimilagdo liquida de CO: (A, A, B), condutancia estomatica (gs, C, D),
concentracao intracelular de CO: (Ci, E, F), taxa de transpiracéo (E, G, H), eficiéncia intrinseca do
uso da agua (A/Gs, |, J) e eficiéncia instantanea da carboxilacdo (A/Ci, L, M) de mudas de acai
conduzidas em diferentes cenarios climaticos (Amazénia atual, RCP 4.5 e RCP 8.5) e niveis de
disponibilidade hidrica (Nao estressada e Estressada) simulados em casas de vegetacao
climatizadas. Os dados sdo médias + desvio padrdo. ": ndo significativo, *: significativo (Tukey,
p=<0,05).
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Fonte: a autora.

A reducdo da abertura estomatica observada pela gs resultou também em uma
menor taxa de transpiracdo (E). Os resultados indicam que nos horarios mais
guentes do dia, as 12:00 horas e as 15:00 horas (Figura 6G, H), independentemente
dos niveis de disponibilidade hidrica, as taxas de transpiracdo das mudas de acai
foram reduzidas nos ambientes enriquecidos com CO2 (RCP 4.5 e RCP 8.5). A E ao
longo do dia para as mudas irrigadas, apresentou uma variacdo nos cenérios RCP
4.5 e RCP 8.5, além de apresentarem 0os menores valores. Enquanto no cenario
Amazonia atual, houve um aumento da E em mudas sem restricdo hidrica. Quando
submetido ao estresse hidrico as taxas de E das mudas nos cenarios RCP 4.5 e
RCP 8.5 foram reduzidas. O efeito do estresse hidrico sobre os cenarios estudados
causou uma reducdo de 77% na E as 10:00 horas, horério de alta atividade
fisiologica das mudas.

A eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs) aumentou a medida que o

ambiente foi enriqguecido com CO:2 (Figura 61, J). Mudas de acai conduzidas no



121

cenario RCP 8.5 em condi¢des irrigadas e com estresse hidrico apresentaram as
08:00 horas A/gs, respectivamente, 70% e 65% maior que as mudas nas mesmas
condicbes de irrigacdo no cenario Amazodnia atual. A eficiéncia instantdnea da
carboxilacdo (A/Ci) foi reduzida no cenario RCP 8.5 (Figura 6L, M). Mudas em
condicbes de estresse hidrico conduzidas na Amazoénia atual obteve maior A/Ci ao
longo do dia.

O efeito dos diferentes cenérios e niveis de disponibilidade hidrica
influenciaram o potencial hidrico das mudas de acai (p<0,05, Figura 7). No horario
de 04:00 horas o potencial hidrico das mudas de acai conduzidas nos cenarios RCP
4.5 e RCP 8.5 foi mais negativo que aquele observado nas mudas do cenario
Amazobnia atual. No horério de 12:00 horas, o cenario RCP 8.5 foi o mais
estressante para as mudas de acai.

Figura 7. Potencial hidrico (as 4:00 e as 12:00 horas), de folhas de acai conduzidas em diferentes
cenarios climéticos (Amazobnia atual, RCP 4.5 e RCP 8.5) e niveis de disponibilidade hidrica (Nao
estressada e Estressada). Diferentes letras representam diferencas estatistica significativas entre
tratamentos (Tukey, p<0,05). Para potencial hidrico 12:00 horas (B) letras mailsculas comparam a
diferenca estatistica por cenarios (mailscula para ndo estressada e mailscula negrita/itdlica para
estressada) e mindsculas representam diferenca estatistica entre os niveis de disponibilidade hidrica
por ambienteo. Os dados sdo médias + desvio padréo.
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Fonte: a autora.

3.2. Parametros de florescéncia e de clorofila

Analisando o rendimento quantico (Fv/Fm) as 04:00 horas, observa-se que nao
houve diferenca entre os cenarios estudados (Figura 8A), indicando que em todos o0s
cenarios as mudas de acai recuperaram a noite os danos causados ao fotossistema
Il durante o dia. Por outro lado, ao meio dia as condi¢gbes ambientais do cenario
RCP 8.5 afetou negativamente as mudas de agai, apresentando uma reducédo de

17% no Fv/IFm em relacdo a Amazoénia atual (Figura 8B). Os valores de Fv/Fm foram
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menores, em ambos os horarios avaliados quando as mudas foram submetidas ao
estresse hidrico, principalmente as 12:00 horas quando mudas sob estresse hidrico
apresentaram uma reducdo média dos cenarios de 10% em relagdo a meédia das
mudas irrigadas.

Os resultados de fluorescéncia minima (Fo) foram afetados pelos cenarios em
ambos os horarios avaliados. No horario de 4:00 horas observa-se que as mudas
conduzidas no cenario RCP 8.5 apresentaram maior limitagdo da eficiéncia na
recuperacdo da fluorescéncia (Figura 8C), pois apresentou maiores valores de Fo
(Figura 8D). Nota-se também que o cenéario RCP 4.5 néo influenciou a fluorescéncia
do acai, tendo em vista que nao apresentou diferenca quando comparado a
Amazonia atual. Para os niveis de disponibilidade hidrica, Fo somente obteve efeito
significativo no horério do meio dia, onde mudas irrigadas apresentaram os menores

resultados.

Figura 8. Rendimento quantico (Fv/Fm) e fluorescéncia minima (Fo) as 4:00 horas (A) e as 12:00
horas (B), em folhas de acai conduzidas em diferentes cendrios climaticos (Amazonia atual, RCP 4.5
e RCP 8.5) e niveis de disponibilidade hidrica (Ndo estressada e Estressada). Diferentes letras
representam diferencas estatistica significativas entre tratamentos (Tukey, p<0,05). Os dados séo
médias * desvio padrao.
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Fonte: a autora.

A clorofila das mudas de acai também foi afetada pelos cenarios estudados
(p<0,001, Figura 9). Nas condi¢cbes do cenario RCP 8.5 clorofila a foi atenuada
(Figura 9A), apresentando uma reducgéo de 17% dos pigmentos foliares. Aléem da

clorofila a, a clorofila b também apresentou uma reducdo nas condi¢cdes do cenario
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RCP 8.5 (Figura 9B), diferentemente do que ocorreu no cenario RCP 4.5, onde a
clorofila b apresentou o maior resultado. Neste cenario a clorofila b das mudas foi

56% maior que as mudas conduzidas no cenario RCP 8.5.

Figura 9. Clorofila a (A) e clorofila b (B) de mudas de acai conduzidas em diferentes cenérios
climaticos (Amazonia atual, RCP 4.5 e RCP 8.5) e niveis de disponibilidade hidrica (N&o estressada e
Estressada). Diferentes letras representam diferengas estatistica significativas entre tratamentos
(Tukey, p<0,05). Os dados sdo médias * desvio padréo.
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Fonte: a autora.
3.3. Determinagéo da atividade enzimatica

A atividade enzimética das mudas de acai foi avaliada através das enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do pirogalol (POX). Os
resultados mostram que a producdo das enzimas superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) foi afetada pelos cenéarios climéaticos avaliados e niveis de
disponibilidade hidrica (p<0,02, Figura 10A e B). A atividade da enzima peroxidase
do pirogalol (POX) nédo se diferenciou entre os cenarios climaticos e apresentou uma
atividade média de 1595 mmol mint g MS. A menor atividade enzimatica da SOD
ocorreu no RCP 8.5 para mudas irrigadas, havendo reducéo de 53% em relacéo a
condicao de maior producéo, RCP 4.5.

Dentro de cada cenario climético os niveis de disponibilidade hidrica afetaram a
atividade das trés enzimas estudadas. Na atividade da SOD (Figura 10A) o efeito do
estresse hidrico foi menos acentuado em mudas conduzidas no cenario RCP 4.5,
afetando em 15% a atividade da enzima em relacdo as mudas sob condicdes
normais de irrigacdo. O cenario climatico com maior efeito da irrigacéo foi o RCP 8.5,
onde mudas sob estresse hidrico promoveram um aumento de 68% da producéo de
SOD em relagéo as mudas irrigadas.

Os niveis de disponibilidade hidrica afetaram a atividade da CAT, de forma

mais acentuada no cenario RCP 4.5 (Figura 10B). Neste cenario, mudas conduzidas
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sob estresse hidrico obtiveram um aumento da producéo da atividade da CAT em
97%. Por outro lado, a atividade desta enzima foi menos penalizada pelo estresse
hidrico quando as mudas foram conduzidas no cenario RCP 8.5. Os niveis de
disponibilidade hidrica também afetaram a atividade da POX, mudas de acai sob
estresse hidrico obtiveram atividade 25% maior do que as mudas sob condicdes

normais de irrigacao.

Figura 10. Efeitos da atividade de enzimas antioxidantes, superéxido dismutase (A, SOD) e Catalase
(B, CAT), em folhas de acai conduzidas em diferentes cenarios climaticos (Amazénia atual, RCP 4.5
e RCP 8.5) e niveis de disponibilidade hidrica (Ndo estressada e Estressada). Diferentes letras
representam diferencas estatistica significativas entre tratamentos (Tukey, p<0,05). Letras mailsculas
comparam a diferenca estatistica por cenarios (mailscula para ndo estressada e mailscula
negrita/itadlica para estressada) e minUsculas representam diferenca estatistica entre os niveis de
disponibilidade hidrica por ambienteo. Os dados sdo médias + desvio padrao.

250 - A B - B
%) ~
= 200 - 8351
o sA aA
= 150 - g
£ aA A A 23 aA
2 100 {pABR £,
m] bB £°
O ~ aB
N H—l
0 T T U T T
Amazdénia RCP 4.5 RCP 8.5 Amazonia RCP 4.5 RCP 8.5
atual . atual )
Cenario Cenario

|:| Né&o estressada [JJJ] Estressada
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3.4. Crescimento de mudas

As condicdes dos diferentes cenarios climéaticos afetaram significativamente o
crescimento em altura e area foliar das mudas de acai (p<0,001, Figura 11). Mudas
conduzidas no cenario climatico RCP 4.5 apresentaram o0 maior crescimento em
altura e area foliar (Figura 11A e B). No RCP 8.5, as mudas de acai tiveram reducao
de 13% e 29% para altura e éarea foliar, respectivamente. Além dos diferentes
cenarios climéticos, o crescimento em altura e é&rea foliar das mudas de acai
também foram afetados pelos niveis de disponibilidade hidrica, que se diferenciaram
estatisticamente entre si (p<0,001). O estresse reduziu o crescimento em altura em
10% e a area foliar em 35%.

Os maiores valores de producdo de massa total (MST) foram observados nos
cenarios Amazonia atual e RCP 4.5 em mudas irrigadas (p<0,03, Figura 12). Quando
as mudas foram submetidas ao estresse hidrico a producédo de MST nas condi¢des
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do cenario RCP 4.5 e RCP 8.5 foi, em média, 11% superior as mudas da Amazoénia
atual (Figura 12A). Nota-se que o efeito do estresse hidrico foi mais acentuado no
cenario climatico Amazoénia atual, apresentando uma reducao de 53% na producéo
de MST em relacdo as mudas irrigadas. Por outro lado, mudas sob estresse hidrico
conduzidas no RCP 8.5 apresentaram reducdo de 28% da producdo de MST em
relacdo as mudas irrigadas, sendo o cenario onde as mudas foram menos

penalizadas pelo estresse hidrico.

Figura 11. Altura (A) e area foliar (B) de mudas de acai conduzidas em diferentes cenarios climaticos
(Amazbnia atual, RCP 4.5 e RCP 8.5) e niveis de disponibilidade hidrica (N&o estressada e
Estressada). Diferentes letras representam diferencas estatistica significativas entre tratamentos
(Tukey, p<0,05). Os dados sao médias + desvio padrao.
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Fonte: a autora.

A producdo de massa seca da parte aérea (MSPA) das mudas irrigadas foi
maior nos cenarios Amazébnia atual e RCP 4.5 (p<0,01, Figura 12B). Mudas do
cenario climéatico RCP 8.5 tiveram uma redugéo de 39% da produgdo de MSPA em
relacdo a Amazénia atual. No RCP 8.5 as mudas com restricdo hidrica apresentaram
reducado de 21% da MSPA.

A massa seca da raiz (MSR) apresentou a mesma tendéncia das variaveis
MST e MSPA (p<0,01, Figura 12C). As condi¢bes de aumento da concentracao de
CO2, aumento da temperatura do ar e do DPV do cenario RCP 8.5 foram
estressantes para o crescimento do sistema radicular das mudas de acai, mesmo
sob condicbes sem restricdo hidrica. O sistema radicular foi negativamente afetado
em condi¢cdes de estresse hidrico, em todos os cenarios estudados. Na Amazoénia
atual o estresse hidrico apresentou um efeito mais acentuado, o crescimento do

sistema radicular do acai neste cenério reduziu 58% em relacdo as mudas irrigadas.
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Figura 12. Massa seca total (A), massa seca da parte aérea (B) e massa seca da raiz (C) de mudas
de acai conduzidas em diferentes cenarios climaticos (Amaz6nia atual, RCP 4.5 e RCP 8.5) e niveis
de disponibilidade hidrica (Nao estressada e Estressada). Diferentes letras representam diferencas
estatistica significativas entre tratamentos (Tukey, p<0,05). Letras mailsculas comparam a diferenca
estatistica por cenarios (mailscula para nao estressada e mailUscula negrita/italica para estressada) e
letras minudsculas representam diferenca estatistica entre os niveis de disponibilidade hidrica por
ambienteo. Os dados sdo médias * desvio padréao.
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4. Discussao

Os resultados obtidos neste estudo sdo os primeiros a mostrar como o efeito
associado do aumento da concentracdo CO2, temperatura do ar e DPV associado ao
estresse hidrico, afetam as trocas gasosas, fluorescéncia, atividade enzimética e
crescimento de mudas de acai. Revelando a susceptibilidade do acai frente as
mudancas climaticas e mostrando como a espécie sera afetada, o que torna este
estudo extremamente relevante.

O efeito do aumento da concentragdo CO2 atmosférico afeta o crescimento e o
metabolismo das plantas de acordo com sua via metabdlica (WELLER et al., 2019).
Neste estudo com a palmeira acai, observamos que os resultados mostraram um
efeito benéfico para trocas gasosas pelo aumento da concentracdo de CO:2 dos
cenarios climaticos RCP 4.5 e RCP 8.5 (Figura 6). Porém, a producdo de biomassa
seca total das mudas reduziu significativamente (Figura 12), principalmente sob

estresse hidrico. Estes resultados indicam que o efeito conjunto do aumento da
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concentracéo de COz2, temperatura do ar e DPV atenua o crescimento das mudas de
acai.

As trocas gasosas das mudas de acai revelaram o estimulo causado pelo
enriquecimento da concentracdo de CO2 atmosférico dos cenéarios RCP 4.5 e RCP
8.5, tanto para mudas irrigadas como mudas sob estresse hidrico. A taxa de
assimilacdo de CO2 (A) e consequentemente a concentragdo intracelular de CO2
(Ci), foram intensificadas nos cenérios enriquecidos com COg2, principalmente no
RCP 8.5. Em condi¢cdes de elevada concentracdo atmosférica de CO2 ha um
aumento da fotossintese, visto que o CO:2 € ativador da enzima Rubisco que é o
substrato do ciclo de Calvin (URBAN et al., 2019). Assim, os resultados mostram que
as mudas de acai superaram a atividade da Rubisco em condi¢Bes estressantes de
elevada temperatura do ar (NEVES et al.,, 2019), alto DPV (JIAO et al., 2019) e
elevado CO:2 (ZINTA et al., 2014). O efeito benéfico da alta concentracdo de CO:
sobre A, estad de acordo com diversos autores (DikSaityté et al., 2019; Urban et al.
2019; Jiao et al., 2019). Apesar do aumentado do A, houve reducdo da condutancia
estomatica (gs), levando a um declinio da transpiracao (E), sobretudo nas mudas
sob estresse hidrico. A reducdo da abertura estomatica foi causada pelo efeito do
aumento do CO2 (LEAKEY et al., 2009), temperatura do ar (Neves et al., 2019) e alto
DPV (JIAO et al., 2019), e resultou em um aumento da eficiéncia intrinseca do uso
da agua (A/gs). O aumento de A/gs € uma resposta esperada para condicbes de gs
e E reduzidos (Prior et al., 2010). Além disso, a eficiéncia instantanea da
carboxilacdo (A/Ci) reduziu, indicando limitacbes da atividade da Rubisco sob
condicles estressantes (NIINEMETS et al., 2009).

Mudas sob condi¢do de estresse hidrico apresentaram uma reducao de gs e A
ao longo do dia. Resultados semelhantes também foram relatados por outros
autores para o acai (Oliveira et al., 2019) e para outras palmeiras (OLIVEIRA et al.,
2016; SURESH et al., 2010; SILVA et al., 2017).

Os cenéarios e mudancas climaticas e o estresse hidrico também atuaram sobre
o potencial hidrico das mudas (Figura 7). Na avaliacdo as 04:00 horas (antemanha)
nota-se apenas o efeito dos cenarios, onde os cenarios RCP 4.5 e RCP 8.5
apresentaram potencial hidrico embora baixo, mais negativo que a Amazénia atual,
revelando o efeito estressante do aumento de temperatura do ar e DPV sobre o
status hidrico das mudas (Figura 7). Durante a noite, quando a transpiracao é baixa

e a planta se reidrata o valor de potencial hidrico tende a ser menos negativo, isso
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indica que se as condicdes do RCP 4.5 e RCP 8.5 ndo fossem estressantes o
potencial hidrico as 04:00 horas seria estatisticamente igual ao da Amazoénia atual.
Este efeito foi ainda mais pronunciado as 12:00 horas, quando a transpiracdo é
méaxima e a pressdo negativa no xilema alcanca um valor mais negativo. Neste
horéario, o cenario RCP 8.5 foi mais estressante para as mudas, sobretudo quando
as submetidas ao estresse hidrico (-2,0 MPa). Neste estudo os resultados
mostraram o status hidrico do acai frente ao estresse causado pelo aumento da
temperatura do ar, DPV e sobretudo o estresse hidrico no substrato, corroborando
com a literatura, onde mudas de acai sob estresse hidrico apresentam potencial
hidrico mais negativo (OLIVEIRA et al., 2019; SILVESTRE et al., 2017).

Os cenarios climéticos e o estresse hidrico também afetaram os parametros de
fluorescéncia. O aumento do CO2, da temperatura do ar e do DPV promoveu
caracteristicas de estresses, principalmente sob restricdo hidrica, causando reducéo
do rendimento quantico (Fv/Fm), aumento da fluorescéncia minima (Fo), além de
reduzir as clorofilas (a e b), indicando que ocorreu um efeito negativo sob a
fluorescéncia das mudas de acai. Os resultados de Fv/IFm as 04:00 horas
(antemanhd) indicaram que ndo houve danos ao fotossitema Il (PSll), visto que as
mudas recuperaram o PSIlI durante a noite, obtendo um Fv/Fm dentro da faixa
normal, que varia entre 0,77 e 0,81 para maioria das espécies de plantas sob
condicbes nado estressantes (MURCHIE; LAWSON, 2013; ZHA et al., 2017).
Considerando que o Fv/Fm é uma medida da eficiéncia da cadeia de transferéncia
de elétrons do PSII (WU et al., 2018), a reducéo desta variavel ao meio dia devido
as condicfes do cenario RCP 8.5, indica que ocorreu uma inativacao da fotoquimica
do PSIlI e/ou do aumento na dissipacdo de energia térmica de antenas de clorofila
associadas a PSIl (ADAMS et al.,, 2013). Os resultados também mostram um
aumento de Fo (Figura 8), indicando que a dissipagédo de calor ocorreu de forma
descontrolada, causado pelo fechamento estomatico e aumento do potencial hidrico
(Figura 6 e 7), produzindo um excesso de excitacdo dentro das folhas (THWE;
KASEMSAP, 2014). Além disso, este aumento de Fo pode indicar alteracdes
estruturais nos pigmentos das antenas, como dissociacdo dos pigmentos das
antenas coletoras de luz do complexo principal do PSIlI (MISHRA; TERASHIMA,
2003; MISHRA et al., 2007).

As clorofilas a e b reduziram significativamente no cenario RCP 8.5, mostrando

gue o0 aumento da concentragao de COz2, da temperatura do ar e do DPV reduziram
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a absorcao de fotons pelas folhas (Figura 9). A elevada concentracdo CO:2 reduz o
conteudo de clorofilas (CEULEMANS; MOUSSEAU, 1994) (WULLSCHLEGER et al.,
1992), aumenta a acumulagédo de centros de reacdo inativos ou danificados do
fotossistema 1l (JORDAN et al., 2016; SPRTOVA et al., 2003; KALINA et al., 2001)
e/ou modifica proteinas da membrana tilacéide envolvidas no transporte de elétrons
(HIDEG; STRID, 2017). O aumento da temperatura reduz o teor de clorofila
(HASANUZZAMAN et al., 2013; MATHUR et al., 2014; PERDOMO et al., 2017), bem
como o estresse hidrico, que por exemplo reduziu o teor de clorofila de acai em
estudo realizado por Silvestre et al. (2017). Os resultados dos parametros de
fluorescéncia indicam que houve alteracfes das reacdes fotoquimicas (Figura 8 e 9),
evidenciando que a reducdo da cadeia de transporte de elétrons pode promover
danos fotoinibidores e/ou foto-oxidativos nos dois fotossistemas. Portanto, o
desequilibrio subsequente entre as reacdes fotoquimicas e bioquimicas na
fotossintese pode induzir a superproducéo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
especialmente nos cloroplastos, e o estresse oxidativo resultante pode danificar os
lipidios da membrana e o fotossistema (DEMIDCHIK, 2015; MATHUR et al., 2014;
CHOUDHURY et al., 2017).

Os resultados de atividade enzimatica demonstraram que ocorreu aumento nas
enzimas POX, SOD e CAT, principalmente para as mudas conduzidas sob estresse
hidrico (Figura 10). Os diferentes mecanismos relacionados a toleréncia das plantas
ao estresse abiotico, o sistema de defesa antioxidante, que consiste em diferentes
enzimas (POX, SOD, APX) e compostos antioxidantes (ascorbato, glutationa,
tocoferol, etc.) desempenha um importante papel protetor contra efeitos deletérios
da ERO (MITTLER, 2002). Observou-se que o estresse hidrico promoveu estresse
oxidativo nas enzimas estudadas, evidenciando que o aumento da atividade destas
enzimas ocorreu em funcao da maior producdo de EROs, como Oz, H202 e OH" (LI
et al., 2017). A formagéo de EROs afetou negativamente o funcionamento da cadeia
transportadora de elétron, uma vez que, a cadeia opera em ambientes aerobicos,
como pode ser constatado em nossos resultados, através da reducédo do Fv/Fm,
clorofila a e b e aumento do Fo (Figura 8 e 9). Essa ativacao do sistema antioxidante
€ uma regulacdo fisiologica interna em resposta aos estimulos ambientais
(SALAZAR-PARRA et al., 2012). Diversos estudos mostram que em condi¢des
adversas, a planta € protegida contra o efeito de EROs pelo aumento das atividades
de enzimas antioxidantes (LI et al. 2017; HE et al., 2014)
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A enzima SOD atua na conversao do radical superoxido (Oz¢ —) a peroxido de
hidrogénio (H202) e oxigénio (O2). O controle do (O2* —) em estado estacionario pela
SOD é o principal fator para preservar as células dos danos oxidativos. Assim, a
SOD é considerada a primeira defesa enzimética contra o estresse oxidativo (ALI et
al., 2006), sendo a primeira enzima ativada contra lesfes causadas por EROs
(KAYIHAN et al., 2012). No entanto, o sistema antioxidante age em conjunto, visto
que o H202 em funcgéo de sua toxidade, é dismutado em H20 e Oz pela enzima CAT,
buscando reduzir os efeitos citotoxicos no vegetal (Shehab et al.,, 2010). Os
resultados mostram o aumento da atividade enzimatica causado pelo estresse
hidrico, efeitos também relatados por Tang et al. (2018) avaliando Cucumis sativus
L, Soni e Abdin (2017) estudando Artemisia annua L, Omidi et al. (2018) em L.
ibérica, e Wang et al. (2019) em Prunus persicae L.

Os cenarios climaticos e o estresse hidrico também afetaram o crescimento
das mudas de acai. Os resultados de trocas gasosas, status hidrico, fluorescéncia e
atividade enzimaticas, auxiliam o entendimento dos cenérios climaticos na producéo
de massa seca total, principal resposta ecofisiolégica. Os resultados indicaram um
efeito benéfico nas trocas gasosas causado pelo aumento de CO2, porém a
producdo de massa seca total foi reduzida. Além disso, o estresse hidrico reduziu
significativamente as variaveis de massa seca (Figura 12), principalmente a massa
seca total, visto o estresse hidrico possui efeito inibidor sobre o crescimento de
plantas (TARDIEU et al.,, 2011; ZLATEV; LIDON, 2012). Essa reducdo do
crescimento promovido pelo estresse hidrico também foi relatado por Silvestre et al.
(2017) trabalhando com duas espécies de acai.

A producdo de massa seca foi reduzida principalmente no cenario RCP 8.5,
visto que atenuou o crescimento em altura, area foliar e producdo de massa seca
total, indicando que o crescimento de uma espécie nao é determinado apenas pela
capacidade de assimilagdo de carbono, mas por uma série de outros fatores como
por exemplo a taxa de respiracao, a eficiéncia na translocacédo de assimilados e a
superficie foliar da planta, que interagem de forma complexa, cujo resultado final é o
acumulo de biomassa (MARENCO; LOPES, 2005). Além disso, o aumento da
concentragdo de CO2, da temperatura do ar, do DPV e deficiéncia hidrica causa
alteracdes fisiologicas e bioquimicas, bem como, afeta na captura e alocacédo de
compostos de carbono e utilizacdo da agua (Allen; Prasad, 2004; Leakey et al.,
2006).
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5. Conclusao

Os resultados deste estudo revelam que os cenarios de mudancas climaticas
reduzem o crescimento do agai e que a limitacdo hidrica é o efeito mais limitante.
Mesmo com o efeito benéfico gerado pelo aumento da concentracdo de CO2 sobre
as trocas gasosas 0 aumento de temperatura do ar e DPV limitou o status hidrico,
parametros de fluorescéncia e massa seca total. Além disso, 0 estresse hidrico
prejudicou a atividade enzimética e o acumulo de massa seca das mudas de acai.
Quando submetidas a uma condicdo sem estresse hidrico, as mudas de acai
apresentaram maior massa seca total quando conduzidas no cenario Amazoénia

atual.
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5. CONCLUSOES GERAIS

As condi¢des ambientais afetaram os processos ecofisiologicos das mudas de
jaborandi. Condi¢gOes de temperaturas mais baixas independente do DPV ocorreu
reducdo no crescimento e na producdo de massa seca total. Além disso,
independentemente do ambiente quando as mudas foram submetidas a condicbes
com disponibilidade limitada de agua reduziu massa seca total. Os resultados
apontam que regibes com altas temperaturas e sem restricdo hidrica sdo as mais
adequadas para a expansao do cultivo de jaborandi no Brasil.

Os cenarios climaticos influenciaram a ecofisiologia do jaborandi, mudas
conduzidas nos cenarios climéaticos RCP 4.5 e RCP 8.5 reduziram o crescimento,
principalmente quando submetidas ao estresse hidrico. O melhor crescimento e
producdo de massa seca total ocorreu em mudas conduzidas na Amazonia atual. O
efeito combinado do aumento da concentracdo de COz, da temperatura do ar e DPV
limitou o potencial hidrico foliar, parametros de fluorescéncia e a atividade
enziméatica das mudas de jaborandi.

As mudas de acai também foram afetadas pelos cenarios de mudancas
climaticas. Os resultados do estudo mostraram uma reducdo no crescimento do acai
e que a limitacdo hidrica é o efeito mais limitante. O aumento da concentracdo de
CO2 nos cenérios climaticos RCP 4.5 e RCP 8.5 embora tenham beneficiado as
trocas gasosas o aumento de temperatura do ar e DPV limitou o status hidrico,
parametros de fluorescéncia e massa seca total. A maior produgcdo de massa seca

total ocorreu em mudas sem estresse hidrico do cenario Amazo6nia atual.
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