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RESUMO

OLIVEIRA, Leonardo Araujo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2020.
Aspectos hidraulicos da tolerincia a seca em clones de eucalipto. Orientador: Samuel
Cordeiro Vitor Martins. Coorientadoras: Amanda Avila Cardoso e Genaina Aparecida de
Souza.

A intensidade e a frequéncia das secas tém aumentado globalmente a mortalidade de arvores
nos ultimos anos. Assim, compreender quais caracteristicas da planta sdo responsaveis por
conferir maior tolerancia a seca ¢ de extrema importancia, tanto para prever o que pode ocorrer
em ambientes naturais, quanto para aumentar a eficiéncia na sele¢do de gendtipos mais aptos a
sobreviver sob déficit hidrico. Uma vez que as caracteristicas hidraulicas estdo intimamente
ligadas a sobrevivéncia de espécies sob seca, selecionamos clones de eucalipto contrastantes
quanto a tolerancia ao déficit hidrico para a realizagdo dos experimentos. Esses clones foram
escolhidos com base em um ranking de campo fundamentado em parametros de crescimento e
sobrevivéncia durante um periodo de seca severa. No primeiro capitulo, foram utilizados trés
clones cultivados em casa de vegetacdo em condi¢cdes de boa disponibilidade hidrica pelo
periodo de sete meses, sendo eles classificados como tolerante, intermediario e sensivel quanto
a seca. O objetivo foi testar se a tolerancia a seca pode ser explicada pela vulnerabilidade a
cavitacdo nas folhas e se existe uma sequéncia de eventos fisioldgicos durante a desidratagdo
foliar que possa ser utilizada para encontrar preditores correlacionados com a vulnerabilidade.
No segundo capitulo, foram utilizados quatro clones de eucalipto cultivados em casa de
vegetacdo em condi¢cdes de boa disponibilidade hidrica e sob redugdo de 40% da
disponibilidade hidrica durante um periodo de seis meses. Posteriormente, a irrigacao foi
suspensa no tratamento sob déficit, para expor as plantas ao potencial hidrico (Ww) responsavel
por 50 e 88% da area cumulativa de embolismo quando foram entdo reidratadas. O foco foi
compreender como a plasticidade fenotipica em caracteristicas de relagdes hidricas, trocas
gasosas e anatomia foliar influenciam na tolerancia a seca. O clone tolerante a seca apresentou
menor vulnerabilidade a cavitacdo e todos os clones apresentaram fechamento estomatico
completo antes de serem observados embolismo e perda de capacidade de reidratacdo,
indicando que o fechamento estomatico atua na protecao da folha contra a falha hidraulica.
Além disso, foi encontrado uma sequéncia de eventos fisiologicos durante o processo de
desidratacdo foliar, que permitiu encontrar caracteristicas (‘Ywem 12% de perda de capacidade
de reidratagdo, por exemplo) que podem ser sugeridas como preditores da tolerancia a seca em

clones de eucalipto. Além disso, foram observadas mudangas morfologicas, anatdmicas e



fisiologicas em folhas de plantas sob déficit hidrico, como o aumento pronunciado na eficiéncia
intrinseca do uso da dgua e redugdo dos didmetros hidraulicos na nervura central e peciolo. No
entanto, todos os quatro clones responderam de forma semelhante, nao sendo possivel encontrar
caracteristicas de folhas individuais que expliquem a tolerancia a seca diferencial entre eles.
Adicionalmente, foram observadas variacdes muito grandes no padrao de mortalidade de folhas
dentro do dossel das plantas. O clone tolerante apresentou menor depauperamento, perdendo
apenas as folhas mais velhas e, portanto, protegendo as zonas de crescimento, potencialmente

facilitando o reestabelecimento de um novo dossel apos reidratacao.

Palavras-chave: Anatomia foliar. Capacidade de reidratacdo foliar. Embolismo do xilema.

Hidraulica de folhas. Mortalidade de folhas. Plasticidade fenotipica.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Leonardo Araujo, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, February, 2020.
Hydraulic aspects of drought tolerance in eucalyptus clones. Adviser: Samuel Cordeiro
Vitor Martins. Co-advisers: Amanda Avila Cardoso and Genaina Aparecida de Souza.

Increments in the intensity and frequency of drought events across the globe have resulted in
increases in tree mortality in the past years. Understanding the fundamental traits that are
responsible for plant drought tolerance is of paramount importance in order both to predict what
may occur in natural environments, and to increase the efficiency for the selection of genotypes
better adapted to grow and survive upon water deficit. Given that hydraulic traits are closely
associated with plant survival during drought, we selected eucalyptus clones with contrasting
drought tolerance to perform our experiments. These clones were chosen using a field ranking
based on growth and survival during a severe drought event. In the first chapter, three clones
(classified as tolerant, intermediate and sensitive to drought) were cultivated under well-
watered conditions for seven months in a greenhouse. The aim of this chapter was to observe
whether the drought tolerance could be explained by the leaf cavitation vulnerability, and
whether there was a sequence of physiological events during the leaf dehydration that could
potentially be used as predictors for drought vulnerability. In the second chapter, four
eucalyptus clones were cultivated under either well-watered or water-limited (40% reduction
in water availability) conditions over a six-month period in a greenhouse. Next, the irrigation
was suspended for the water-limited plants in order to expose them to water potentials (W) at
50 and 88% of the embolized xylem area. After that, they were rehydrated. The focus was to
understand how the phenotypic plasticity in water relations, gas exchange and leaf anatomy
influence the plant drought tolerance. The drought-tolerant clone was less vulnerable to
cavitation, and all clones had complete stomatal closure before embolism and loss of
rehydration capacity were observed, indicating that the stomatal closure acts to protect the leaf
against hydraulic failure. In addition, a sequence of physiological events was found during the
leaf dehydration process, which allowed us to find characteristics (e.g. Ww at 12% loss of
rehydration capacity) that can be suggested as predictors of drought tolerance in clones of
eucalyptus. In addition, morphological, anatomical and physiological changes were observed
in leaves of plants under water deficit, such as a pronounced increase in the intrinsic efficiency
of water use and a reduction in hydraulic diameters in the leaf midrib and petiole. However, all
four clones responded similarly to water-limitation, and it was not possible to find individual

leaf characteristics that could explain the differential drought tolerance among them. In



addition, very large variations were observed in the pattern of leaf mortality across the canopy.
The tolerant clone exhibited less mortality of leaves, losing only the oldest leaves and, therefore,
protecting the growth zones, which potentially facilitates the reestablishment of a new flush

after rehydration.

Keywords: Leaf anatomy. Leaf rehydration capacity. Xylem embolism. Leaf hydraulics. Leaf

mortality. Phenotypic plasticity.



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

A = taxa fotossintética liquida

A/gs= eficiéncia intrinseca do uso da agua

AF = area foliar unitaria

AFE = érea foliar especifica

AL = altura da planta

CI = clone de tolerancia intermediaria ao déficit hidrico
Ci=concentrag¢do interna foliar de CO>

Cpp = capacitancia foliar pré-perda de turgor

Cppt = capacitancia foliar pds-perda de turgor

CS = clone sensivel ao déficit hidrico

CT = clone tolerante ao déficit hidrico

CT2 = clone tolerante ao déficit hidrico 2

D = didmetro do caule

DEap =densidade estomatica da face abaxial
DEaq=densidade estomatica da face adaxial
DET=densidade estomatica total

Dhwmiximo = didmetro hidraulico méaximo dos vasos do xilema
Dhwmedio = didmetro hidraulico médio dos vasos do xilema
Dhsperry = didmetro hidraulico de Sperry dos vasos do xilema
DPap =diadmetro polar do estomato da face abaxial
DPagq=diametro polar do estomato da face adaxial

DV = densidade de venacao

¢ = modulo de elasticidade

E = transpiragao foliar

EE = extravasamento de eletrélitos

ELF = espessura do limbo foliar

Fv/Fmi2 € Fu/Fuso =12 e 50% do rendimento quantico maximo do fotossistema I1
Zmin = condutancia foliar minima

gs = condutancia estomatica

Kioma = condutancia hidraulica foliar

K = condutancia hidraulica tedrica



MSHso e MSHgg = Margem de seguranca hidraulica

NR = numero de ramos

NV = ntimero de vasos do xilema

P12, Pso e Pgs =potencial hidrico responsavel por 12, 50 e 88 % da area cumulativa de
embolismo, respectivamente

PF = Plasticidade fenotipica

PP/PL =razao entre o parénquima pali¢adico e o parénquima lacunoso

PPCR12 e PPCRso= 12 e 50 % da perda percentual da capacidade de reidratagao,
respectivamente

Rd = respiragdo no escuro

(t/b)* = razdo entre a espessura da parede do xilema (t) e didmetro do limem do xilema (b)
TRA = teor relativo de dgua

TRA12, TRAs0 e TRAgg =teor relativo de agua para 12%, 50% e 88% de area cumulativa de
embolismo

TR Apprt = teor relativo de agua no ponto de perda de turgor

Vemax = velocidade maxima de carboxilacao

Wos fechamento = potencial hidrico correspondente ao fechamento estomatico

Wppr = potencial hidrico de perda do turgor foliar

Y100, = potencial osmdtico em turgescéncia plena

Wy =potencial hidrico foliar



SUMARIO

1. INTRODUCAQO GERAL .....ooouiiiiiieicienssssaessaesssssssssssesssssssssssssssssssesssssssssnnes 13
2. REFERENCIAS .....uceteeteiitestetesessssesessssesssssssessesssssssessssssssssssssssssssesesssssesensns 16
CAPITULO 1 - CARACTERISTICAS HIDRAULICAS FOLIARES EM EUCALIPTO
.................................................................................................................................. 20
1. INTRODUGAOD ... et e e e e eeeeeee e 23
2. MATERIAL E METODOS ..ot eeeeeeeenannnnens 25
3. RESULTADOS ...ttt et eeetesaen e e eaeaeene s ennneenaene e 32
4, DISCUSSAO ...ttt e et ettt et e et e eaeeaeeeaeeaeeaeeneeneeaneas 33
5. REFERENCIAS ..ottt ettt ee e e e eeeaneeanenennnns 37
6. (N 23 ) 57N 42
7. LEGENDAS DAS FIGURAS.......ocovieiueeeeeeeeeeeeeeeee et n e, 45
8. 133 (€181 0N SR 46
9. MATERIAL SUPLEMENTAR ......coiiiuiiiieeeeeeeeeee et e e eeaen e 51
CAPITULO 2 - PLASTICIDADE FENOTIPICA DE FOLHAS DE EUCALIPTO SOB
197 2020 (00 I 4 3 110) 23 (60 TR 53
1. INTRODUGAO ..ottt et ae e eaeeneas 56
2. MATERIAIS E METODOS .....coooueivieieeeeeeeeeeeeeee et see e eaees e s eeeneenaene e 58
3. RESULTADOS ...ttt e e e atesaee e e eaeasene s anneeenenne e 63
4. DISCUSSAO ...ttt e e e re e e ete e eae e e 65
5. REFERENCIAS. ..ottt ettt e e eeeneeaenennnns 69
6. N 23 2) 7N R 75
7. LEGENDAS DAS FIGURAS......coeciitieeieeeeeteeeeteee e ee et ete e see e ere e aneanens 78
8. 130 (€101 27N 80



13

1. INTRODUCAO GERAL

A disponibilidade de agua ¢ critica para a sobrevivéncia das plantas e, devido as
mudangas climaticas (Pfautsch et al., 2016), varias areas no globo poderdo ter o seu balango
hidrico afetado. Com essas mudancas, espera-se que 0s sistemas tropicais experimentem
aquecimento, modificacdo nos padrdes de precipitacdo, aumento da evaporacdo, além de
maior frequéncia de eventos extremos de seca (Allen et al., 2010; Dai 2011, 2013; Cook et al.,
2014; Basu et al., 2016; Jiménez-Muioz et al., 2016). Particularmente, o aumento na
intensidade e frequéncia das secas tem aumentado globalmente a mortalidade das arvores nos
ultimos anos (Allen ef al., 2010; Adams et al., 2017; Trueba et al., 2017). Este aumento da
mortalidade geralmente ocorre apos uma Unica seca severa, ou resulta da ocorréncia de secas
repetidas ao longo de anos ou décadas (Meir et al., 2015), sendo responsavel por reduzir a
produtividade primaria liquida e a quantidade de carbono armazenada nos ecossistemas
terrestres (Ambriz-Gonzélez et al., 2009; Zhao e Running 2010; Malhi et al., 2015; Cavaleri
et al., 2017; Esquivel-Muelbert et al., 2017).

Para enfrentar os desafios associados as mudancgas climaticas globais, ¢ fundamental
conhecer a resposta das plantas a seca para gerar modelos de previsdo (Allen et al., 2015;
Adams et al., 2017). Porém, a implementacao desses modelos ¢ dificultada devido a falta de
informacdes consistentes sobre os mecanismos de morte nos modelos de vegetacao (Mackay et
al.,2015). A principio, para compreender os mecanismos que causam a mortalidade das plantas
frente a seca, sdo necessarios estudos individuais que permitam a derivacao dos fatores de risco
e previsdes da mortalidade das plantas em escalas maiores (Hartmann ef al., 2018). Grandes
avangos foram feitos para entender as razdes pelas quais as arvores morrem quando submetidas
a seca e, atualmente, os dois principais mecanismos que explicam a mortalidade de arvores
frente a eventos de seca sdo direta ou indiretamente relacionados ao sistema hidraulico das
plantas (McDowell et al., 2008; Anderegg et al., 2016; Adams et al., 2017). O primeiro
mecanismo ¢ chamado de “falha hidraulica” e acontece quando o potencial hidrico (Ww) no
xilema alcanca nivel suficiente para causar 88% de perda da capacidade de transporte de dgua
(Psg) do caule em angiospermas (Barigah et al., 2013; Ulri et al., 2013). O segundo mecanismo
¢ chamado de “fome de carbono” e acontece, a priori, para evitar a falha hidraulica: os
estomatos se fecham para diminuir a taxa transpiratoria da planta (aliviando assim a tensao no
xilema), mas acabam por reduzir também a assimilagdo de CO> levando, com o tempo, a
deplecdo das reservas internas até o ponto em que a planta morreria por inani¢do ou ataque de

agentes bioticos (McDowell et al., 2008). No entanto, a maioria das meta-analises realizadas
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até o momento tem encontrado mais evidéncias para a ocorréncia da falha hidraulica do que da
fome de carbono (Anderegg et al., 2016, Adams et al., 2017).

O mecanismo de ascensdo de agua nas plantas envolve o transporte de dgua sob
tensao, em um estado metaestavel, i.e., propenso ao fenomeno de cavitagdo (quebra da coluna
de dgua) (Tyree e Ewers, 1991; Baas et al., 2004) e subsequente formacao de embolismos que
comprometem a funcionalidade dos vasos do xilema (Chaves et al., 2003; Brodribb e Cochard,
2009). As espécies diferem quanto a sua vulnerabilidade a cavitacdo, sendo que ¢ esperado
que espécies altamente tolerantes a seca apresentem baixa vulnerabilidade (Maherali et al.,
2004). Apesar de a variagdo interespecifica ser substancial e ter significado ecoloégico, poucos
estudos quantificaram a variagdo intraespecifica da vulnerabilidade do xilema (Maherali e
DeLucia 2000; Martinez-Vilalta et al., 2009; Lopez et al., 2013; Lucani et al., 2019) e
evidéncias sugerem que a plasticidade nessa caracteristica pode ser significativa e ter valor
adaptativo (Anderegg 2014). Até o momento, a maioria dos estudos sobre mortalidade de
arvores e sua associacdo com vulnerabilidade a cavitagao foi feita com espécies nativas e em
ecossistemas naturais; no entanto, pouco se conhece sobre essas relagdes em espécies de
importancia econdmica. No Brasil, o eucalipto (Eucalyptus spp.) ¢ uma cultura perene
economicamente importante, destinada principalmente a producao de celulose, papel, painéis
de madeira, carvdo vegetal ¢ biomassa (IBA, 2017). A area com cobertura de eucalipto
corresponde a 75% das florestas plantadas para fins comerciais, totalizando uma area de 7,4
milhdes de hectares (IBGE, 2017). A resposta a seca varia significativamente entre espécies,
genotipos, hibridos e clones (Saadaoui et al., 2017) e, até o presente momento, estudos da
fisiologia do eucalipto sob seca, incluindo estudos hidraulicos, foram feitos principalmente
com espécies que ndo sdo cultivadas comercialmente no pais, como E. sideroxylon, E.
teriticornis, E. viminalis, E. largiflorens , E. regnans, E. smithii,, E. radiata, E. blakelyi, E.
macrorhyncha, E. populnea e E. lesouefii (Mitchell et al,. 2013; Pfaustch et al., 2016; Adams
etal.,2017; Liet al.,2018; Blackman et al., 2019; Li et al., 2019). Sabendo que ha evidéncias
de que as caracteristicas hidraulicas estdo intimamente ligadas a sobrevivéncia e distribuicao
de espécies de eucalipto (Lucani ef al., 2019), torna-se necessario ampliar o conhecimento
sobre o comportamento hidraulico dos materiais genéticos utilizados no pais, que consistem
principalmente em E. urophyla, E. grandis e seus hibridos.

Segundo Pfaustch et al., (2016), o género Eucalyptus ¢ ideal para investigar a adaptagdo
climatica em caracteristicas vasculares, por apresentar uma longa historia evolutiva e

diversidade de ambientes onde podem ser encontrados. Em trabalho utilizando madeira coletada
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de 28 espécies de eucalipto, distribuidas em um amplo gradiente de aridez em toda a Australia,
Pfaustch et al., (2016) relatou que a arquitetura hidraulica reflete a variagdo adaptativa desse
género em resposta a variagdo do clima. Sob condigdes de limitacdo de agua, a selecdao de
materiais deve favorecer gendtipos que desenvolvem caracteristicas hidraulicamente mais
seguras, aumentando assim sua margem de seguranca hidraulica. Esse aumento coincide
principalmente com alta frequéncia relativa de elementos de vasos com diametro reduzido
(Wheeler et al., 2007; Sperry et al., 2008; Brodribb et al., 2012), que aumenta a tolerancia a
alta tensao do xilema (Moles ef al., 2009; Carlquist 2012), mas, em contra partida, incorre em
baixa condutividade do dossel e absorc¢ao limitada de CO> (Santiago et al., 2004; Poorter et al.,
2010). Em estudo realizado com E. globulus e E. smithii, Mitchell et al., (2013) descreveram
que o eucalipto tem uma estratégia do tipo resiliéncia, em que a perda rapida da fungdo
hidraulica significa que elas sucumbem rapidamente a seca, mas que, sob condigdes nao letais,
as plantas tém o potencial de se recuperar construindo novas vias hidraulicas e folhas mediante
utilizagdo de suas reservas remanescentes de carboidratos. Até o momento, ndo se sabe até onde
estas conclusdes podem ser extrapoladas; sendo assim, ¢ de extrema importancia que sejam
realizados trabalhos utilizando E. urophyla, E. grandis e seus hibridos, principalmente quando
se consideram as particularidades desses genotipos, como o rapido crescimento de E. grandis €
a maior tolerancia a seca de E. urophyla (Kullan et al., 2012).

O risco de mortalidade frente a seca pode ser importante no Brasil, haja vista que boa
parte das areas de plantio estdo localizadas em regides sujeitas a déficit hidrico prolongado.
Além disso, espécies de eucalipto sdo caracterizadas por altas taxas de crescimento e uso de
agua, levando ao répido esgotamento da agua do solo (Mitchell et al., 2013). Barros-Filho
(2014) relatou que, apds eventos de seca severa em 2007, houve mortalidade diferencial de
clones de eucalipto em areas em expansao no Norte de Minas Gerais. Essa observacao evidencia
dois pontos criticos para o setor florestal: o perigo iminente de mortalidade frente a seca e a
existéncia de variabilidade genética na tolerancia a seca em eucalipto. Portanto, surge a
necessidade de abordagens para sele¢do de materiais mais promissores para plantios onde o
risco de periodos de seca pode se tornar crescente com os cendrios futuros de mudancas
climaticas. Assim, estudos visando a sele¢ao precoce de materiais genéticos de eucalipto com
base em indicadores mais estaveis sdo de grande relevancia. Recentemente, diversas
metodologias t€ém permitido a avaliagdo da vulnerabilidade hidraulica de forma mais confidvel
e tem-se buscado a melhor compreensao dos seus fatores determinantes, sejam eles fisiologicos

e/ou anatdmicos. Portanto, este estudo buscou caracterizar a vulnerabilidade hidraulica em
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clones de eucalipto, avaliar o impacto da exposi¢ao das plantas a tensdes no xilema suficientes
para causar niveis de embolismo significativos nas folhas, aumentando a compreensdo acerca
do que ocorre durante o processo de desidratacdo foliar e procurar caracteristicas de trocas
gasosas, relacdes hidricas e anatomia foliar que possam ser utilizadas para discriminar materiais

mais tolerantes a condigdes de seca.
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CAPITULO 1 - CARACTERISTICAS HIDRAULICAS FOLIARES EM CLONES DE
EUCALIPTO
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RESUMO

OLIVEIRA, Leonardo Araujo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2019.
Caracteristicas hidraulicas foliares de eucalipto. Orientador: Samuel Cordeiro Vitor
Martins. Coorientadores: Amanda Avila Cardoso e Genaina Aparecida de Souza.

A mortalidade de arvores frente aos avangos das mudancas climaticas globais vem sendo cada
vez mais observada nos ultimos anos, constituindo um grande problema para ecossistemas
naturais e agricolas. Este estudo objetivou compreender se a tolerancia diferencial a seca em
clones de eucalipto pode ser explicada pela vulnerabilidade a cavitacdo e se existem eventos
fisiologicos de facil mensuracao durante a desidratagdo foliar que sejam correlacionados com
tal vulnerabilidade. Também foram medidos os principais determinantes anatomicos associados
a vulnerabilidade hidraulica. Para tal, foram utilizados trés clones de eucalipto contrastantes
quanto sua tolerancia a seca, cultivados em vasos de 20 L em casa de vegetagao por um periodo
de sete meses antes do inicio das avaliacdes. Esses clones foram escolhidos a partir de um
ranking de campo baseado em parametros de crescimento e sobrevivéncia durante um periodo
de seca severa. Dentre os eventos fisioldgicos, foram avaliados os processos de perda de
capacidade de reidratagcdo, potencial hidrico no ponto de perda de turgor (Wppr) e rendimento
quantico méaximo do fotossistema II. O clone tolerante a seca apresentou menor vulnerabilidade
a cavitagdo, a qual foi associada & maior espessura das paredes dos vasos do xilema. Durante a
desidratacao foliar, ocorreu uma sequéncia orquestrada de eventos fisiologicos: fechamento
estomatico completo (Wgs fechamento), ponto de perda do turgor, inicio do embolismo (P12), falha
hidraulica moderada (Pso), leve perda de capacidade de reidratagcao foliar (PPCR12), falha
hidraulica (Psg), dano fotoquimico leve ((F\/Fm12), elevada perda da capacidade de reidratagao
(PPCRs0), e dano fotoquimico severo (F./Fus0), Nossos resultados sugerem que o Pso e a
margem de seguranga hidraulica (Wgs fechamento — Pso) podem ser utilizados como preditores de
tolerancia a seca em clones de eucalipto. Além disso, sugerimos que o PPCRi2 pode ser
utilizada como um proxie para a falha hidraulica das folhas, o que torna esta caracteristica

adequada para programas de melhoramento, pois pode ser facilmente obtida.

Palavras-chave: capacidade de reidratagdo foliar, embolismo do xilema, estresse hidrico,

fechamento estomatico, hidraulica de folhas.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Leonardo Araujo, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, February, 2020. Leaf
hydraulic characteristics of eucalyptus. Adviser: Samuel Cordeiro Vitor Martins. Co-
advisers: Amanda Avila Cardoso e Genaina Aparecida de Souza.

Events of drought-induced mortality of trees have increased considerably in the past years, and
they constitute an important issue for natural and cultivated systems. This study aimed to better
understand whether the contrasting drought tolerance among eucalyptus clones could be
explained by their leaf xylem vulnerability to cavitation, and whether an orchestrated sequence
of physiological events during leaf dehydration can be utilized to find proxies for such xylem
vulnerability. We also determined the main foliar anatomical traits associated with hydraulic
vulnerability as well as physiological process such as losses in the leaf capacity to rehydration,
leaf turgor loss point (Wtrp) and maximum quantum efficiency of photosystem II. The
eucalyptus clone with greater drought tolerance presented the lower leaf hydraulic vulnerability
to cavitation, which was associated to a higher cell wall thickness of xylem conduits. As leaves
dehydrated, an orchestrated sequence of physiological events occurred: complete stomatal
closure (Wgs close), turgor loss point, onset embolism (P12), moderate hydraulic failure (Pso), mild
losses of the leaf capacity to rehydration (PPCR12), hydraulic failure (Pgg), mild photochemical
damage (F./Fn12), severe losses of the leaf capacity to rehydration (PPCRso), and severe
photochemical damage (F./Fus0). Our findings implicate that the Pso and the hydraulic security
margin (Wgs close — Ps0) can be utilized as proxies for the drought tolerance of eucalyptus clones.
Moreover, we suggest that the PPCR2can be utilized as a proxy for leaf hydraulic failure, which

renders this trait suitable for breeding programs as it can be easily obtained.

Key words: foliar capacity of rehydration, xylem embolism, drought stress, stomatal closure,

leaf hydraulics.
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1. INTRODUCAO

As mudangas climaticas globais tém alterado diversas condi¢des ambientais e, dentre
estas, os aumentos na temperatura média e na incidéncia e severidade de eventos de seca sdo
especialmente prejudiciais as plantas (Trenberth et al., 2014). O déficit hidrico no solo leva a
redu¢do gradual no potencial hidrico (Ww) da planta, acompanhada por uma sequéncia
orquestrada de alteracdes na funcionalidade do vegetal (Creek et al., 2019; Trueba et al., 2019).
Uma das alteracdes mais marcantes ¢ o rapido fechamento estomadtico, resultando em
consideravel reducdo nas taxas transpiratorias foliares visando a economia hidrica e a
manutengao da tensao do xilema em niveis seguros (Brodribb e Holbrook, 2004; Hochberg, et
al., 2017; Martin-StPaul et al., 2017; Creek et al., 2019).

O aumento nos eventos de seca ja faz com que muitos ecossistemas apresentem maior
frequéncia de mortalidade de arvores em diversas regides do mundo (Ciais et al., 2005; Allen
et al., 2010; Carnicer et al., 2011). Dentre os diversos fatores fisiologicos causadores da
mortalidade de plantas durante eventos de seca prolongada, pode-se citar a fome de carbono
devido as redugdes nas taxas fotossintéticas (4) resultantes do fechamento estomatico
(McDowell et al., 2008) e, principalmente, a completa falha do sistema hidraulico, resultante
de altas taxas de embolismo no xilema (Brodribb e Cochard 2009; Urli ef al., 2013; Adams et
al., 2017; Choat et al., 2018). O mecanismo de ascensdo de agua nas plantas envolve o
transporte de dgua sob tensdo, em um estado metaestavel (Tyree e Ewers, 1991). Durante
eventos de seca ocorre redugdo da disponibilidade hidrica do solo, sendo necessaria a geragao
de tensdo no xilema cada vez maior para a extracdo de agua. No entanto, a tensao pode alcancar
nivel suficientemente altos para inducdo do processo de cavitacdo (quebra da coluna de dgua)
(Sperry e Tyree 1989; Tyree e Ewers, 1991; Baas et al., 2004) e subsequente formacao de
embolismo que irdo comprometer a funcionalidade do xilema (Chaves et al., 2003; Brodribb e
Cochard, 2009). Dessa forma, a disfuncao do caminho hidraulico normalmente ¢ avaliado como
o Wy responsavel pela perda de 50% da condutividade hidraulica do xilema (Pso) do caule e
restringe fortemente a distribuicdo geografica de espécies (Choat et al., 2012), podendo ser
utilizado como preditor da tolerancia a seca (Brodribb ef al., 2014). Além disso, também tem
importante papel na previsdo de mortalidade de florestas ao longo do globo (Choat et al., 2018).

A medida que as plantas desidratam, a perda do turgor celular faz com que os poros
estomaticos na superficie da folha se fechem, diminuindo acentuadamente a desidratagcao da

planta e consequentemente reduzindo a tensdo no xilema, evitando a rapida propagacdo de
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eventos de embolismo (Hochberg, ef al., 2017; Martin-StPaul et al., 2017; Li et al., 2018). O
fato de o fechamento estomatico ocorrer na maioria dos casos antes da cavitagao (Manzoni et
al., 2014; Barlett et al., 2016; Martin-StPaul et al., 2017), mesmo incorrendo em custos
energéticos devido a redugdo da assimilagdo de CO, e do resfriamento da copa pela
transpiragdo, sugere que evitar a cavitacdo do xilema ¢ de extrema importancia para a
sobrevivéncia a longo prazo das arvores, se mostrando uma importante estratégia para
aumentar a resisténcia a seca nas plantas (McDowell et al., 2008; Martin-StPaul et al., 2017,
Choat et al., 2018).

A disfuncdo hidraulica nas folhas influencia varios aspectos das respostas da planta
frente ao estresse hidrico (Blackman et al., 2010). Muitas espécies lenhosas produzem folhas
mais vulnerdveis a cavitagdo que o caule (i.e. processo conhecido como segmentagao
hidraulica), que agem como fusiveis hidraulicos protegendo o xilema do caule de tensdes que
resultariam em embolismo (Charrier et al., 2016; Rodrigues-Dominguez et al., 2018). No
entanto, tem sido demonstrado que algumas espécies, incluindo o eucalipto, fogem a esse
padrao, produzindo folhas tdo ou mais resistentes a cavitacao do que o caule (Bouche et al.,
2016; Klepsch et al., 2018; Skelton et al., 2018; Losso et al., 2019; Lucani et al., 2019; Li et
al., 2020), permitindo que o Pso de folhas também possa ser utilizado como indicativo de
tolerancia. Com o advento de técnicas ndo-invasivas para a obtengdo de Pso de folhas de forma
simples e confiavel (Brodribb et al., 2016), a utilizagdo dessa propriedade para inferir na
tolerancia intraespecifica a seca se apresenta como ferramenta interessante, especialmente
como possivel bioindicador no melhoramento genético visando tolerancia a seca. Além do Pso

de folhas, vérias outras caracteristicas foliares funcionais, como o W, correspondente ao

fechamento estomatico (Wgs fechamento), potencial hidrico de perda do turgor foliar (\Yppr) € danos
a maquinaria fotossintética (e.g. quedas no rendimento quantico maximo do fotossistema II;
F\/Fn), também tém sido associadas a tolerancia a seca (Barlett et al., 2016; Cardoso et al.,
2018; Trueba et al., 2019).

Até o momento, a maior parte dos estudos de mortalidade de arvores foram feitos com
espécies nativas e em ecossistemas naturais (Allen ef al., 2010; Anderegg 2014; McDowell et
al., 2016; Venturas 2016) e pouco se conhece sobre essas relagcdes em espécies de importancia
economica. Recentes eventos de seca no estado de Minas Gerais, Brasil, causaram a morte de
milhares de hectares de florestas de eucalipto, ressaltando a importancia de averiguarem-se as
causas da mortalidade nesse género. O género FEucalyptus contém mais de 700 espécies,

distribuidas em ambientes com gradientes de aridez contrastantes (Beech ef al., 2017), sendo
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atualmente as arvores mais plantadas no mundo (Myburg et al., 2014). Embora sejam
encontrados estudos da fisiologia do eucalipto sob seca, incluindo alguns estudos hidraulicos,
os mesmos foram realizados principalmente em espécies ndo cultivadas comercialmente, como
E. sideroxylon, E. teriticornis, E. viminalis, E. largiflorens, E. regnans, E. smithii, E. radiata,
E. blakelyi, E. macrorhyncha, E. populnea e E. lesouefii (Mitchell et al., 2013; Pfaustch et al.,
2016; Adams et al., 2017; Li et al., 2018; Blackman et al., 2019; Li et al., 2019). Uma vez que
aresposta a seca varia significativamente entre espécies, genotipos, hibridos e clones (Saadaoui
et al., 2017) e as caracteristicas hidraulicas estdo intimamente ligadas a sobrevivéncia e
distribuicdo de espécies de eucalipto (Lucani et al., 2018), buscou-se no presente estudo ampliar
o conhecimento sobre o comportamento hidraulico de materiais genéticos utilizados
comercialmente, principalmente E. urophyla, E. grandis, E. camaldulensis e seus hibridos.
Neste estudo, examinamos aspectos ligados a caracteristicas foliares como
vulnerabilidade hidraulica, anatomia e respostas fisioldgicas durante o processo de dessecacao
foliar em trés clones de eucalipto contrastantes quanto sua tolerancia a seca, que foram
selecionados através de um ranking de crescimento e mortalidade com base em um
levantamento realizado no campo durante periodo de seca severa. As hipoteses testadas foram
que a tolerancia diferencial a seca observada nos clones de eucalipto poderia ser explicada por
diferenga na vulnerabilidade a cavitacdo e que existe uma sequéncia de eventos fisiologicos
padrao durante a desidratacdo foliar que pode ser utilizada para encontrar preditores para a

vulnerabilidade a cavitagao.

2. MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O experimento foi conduzido em Vigosa (20°45°S, 42°54°W, 650 m altitude), Minas
Gerais, em uma casa de vegetacdo localizada na Unidade de Crescimento de plantas da
Universidade Federal de Vigosa. Os clones foram selecionados com base em um ranking gerado
pelas empresas participantes do projeto Tolerancia a Seca em condi¢ao de campo, onde foram
consideradas caracteristicas de crescimento e sobrevivéncia das plantas durante um periodo de
restri¢ao hidrica severo entre os anos de 2015 e 2016. A partir deste ranking, foram utilizadas
mudas de clones de eucalipto com diferentes niveis de tolerancia ao déficit hidrico: clone
tolerante (CT, E. urophylla x E. camaldulensis), clone intermediario (CI, E. urophylla x E.
grandis) e clone sensivel (CS, hibrido espontineo de E. urophylla). As mudas destes clones

foram cultivadas em vasos de 20 litros (uma planta por vaso) utilizando como substrato solo +
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areia lavada (propor¢do 1:1, adubado conforme recomendagdes para a cultura), em casa de
vegetacao sendo irrigadas diariamente até a capacidade de campo. As plantas foram cultivadas
de julho de 2017 a fevereiro de 2018, neste periodo a irradiancia média interceptada na altura

da copa das plantas as 12:00 horas foi de 700 pmol de fétons m= s™!

Curva de vulnerabilidade optica foliar

Para a construgdo das curvas de vulnerabilidade a cavitagdo, a propagagdao de
embolismos foi avaliada pelo método da vulnerabilidade optica proposto por Brodribb et al.,
(2016). Nesse método, os embolismos sdao detectados monitorando-se as mudangas na
transmissdo da luz através do xilema, onde vasos embolizados e funcionais diferem quanto as
suas propriedades Opticas. As plantas foram cultivadas em casa de vegeta¢do sob irrigagao
abundante durante sete meses. Foram coletadas no inicio da manha e tiveram suas raizes lavadas
até a retirada completa do solo aderido a elas, tendo sido colocadas em um balde de 20L com
agua, onde ficaram por duas horas para que estivessem completamente hidratadas no inicio das
avaliagcdes. Uma folha completamente expandida do terceiro ou quarto par de folha de um ramo
localizado na parte mediana da planta foi acoplada a um scanner (Epson perfection V800; Epson
America) e digitalizadas com lado adaxial voltado para a superficie, fixadas com o auxilio de
fita transparente e iluminadas por baixo para criar uma imagem da luz transmitida, permitindo
assim que os embolismos fossem registrados durante a desidratagdo da planta a cada trés
minutos. A obtencao das imagens foi finalizada duas horas apds a observagao dos ultimos
eventos de embolismo. Para identificar e quantificar os embolismos, foi realizada analise de
imagens usando método de subtracdo no ImageJ (National Institute of Health, New York, NY,
USA) para destacar mudangas entre imagens sucessivas na sequéncia de imagens produzidas
durante processo de secagem da planta. Nesta série de imagens subtraidas, os pixels pretos
representam qualquer evento Optico: cavitacdo, instabilidade das condigoes de luz e
movimentos da folha ou de suas estruturas. Para separar o sinal (evento de cavita¢ao) do ruido,
as imagens diferenciais foram processadas e posteriormente examinadas para remog¢ao manual
do ruido. O grau de embolia foi calculado como o nimero cumulativo de pixels embolizados
normalizados pelo nimero total de pixels embolizados ao longo da desidratacao. O Wy, foi
medido em folhas de outros ramos em regides semelhantes as da folha acoplada ao scanner a
cada hora, com o auxilio de uma bomba de pressdo tipo Scholander (modelo 1000, PMS
Instruments, Albany, NY, EUA). Posteriormente foram obtidas equagdes lineares com estes

dados, para que fosse possivel estimar os potenciais hidricos associados a todos os eventos de
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area cumulativa de embolismo. Por fim, para visualizar a dindmica da propagacdo de
embolismos pela folha, foi plotado o Ww pela percentagem de area cumulativa de embolismo,
sendo uma curva de vulnerabilidade optica produzida para cada planta. Os potenciais hidricos
a 12, 50 e 88% da cavitacdo maxima da folha (P12, Pso e Psg) foram calculados com base na
curva de vulnerabilidade optica. Adicionalmente, foi realizado o acompanhamento da
condutancia estomatica (gs) durante a desidratacdo da planta utilizando-se do sistema de trocas
gasosas (LI-6400XT, LICOR, Lincoln, NE, EUA); as medigdes foram realizadas em condi¢des
ambientes de temperatura e déficit de pressdo de vapor, sob radiagcdo fotossinteticamente ativa
(RFA) artificial, isto ¢, 1000 umol fotons m™ s™' em nivel das folhas, e 400 umol CO2 mol™! ar.
Ao final, foi calculada a margem de seguranca hidraulica (MSH), calculada como a diferenga
de tensdo (MPa) entre o potencial hidrico correspondente ao fechamento estomatico (Wgs

fechamento) e o Pso (MSHSO), € entre o ngs fechamento € O Psgg (MSH88)

Curva de perda percentual da capacidade de reidrataciao

Dez folhas completamente expandidas do terco médio da copa foram coletadas,
armazenadas em sacos zip lock, transportadas ao laboratorio e colocadas em dessecadores com
seu peciolo imerso em dgua por 12 horas, para posterior pesagem e digitalizacdo. De posse das
imagens digitalizadas, a medi¢@o de area foliar foi feita com o auxilio do software Image Pro
Plus. Em seguida, as folhas foram desidratadas em bancada (sob luz ambiente), sendo pesadas
frequentemente para a estimativa do teor relativo de agua (TRA) (dados de area foliar especifica
coletados previamente forneceram uma estimativa inicial da matéria seca). As folhas foram
removidas da bancada a cada variacao de 10% do seu TRA original. Ao atingir o TRA desejado,
as folhas foram aclimatadas por 30 min no escuro para medi¢ao do rendimento quantico do
fotossistema II (F./F,) utilizando-se do fluorometro (LI-6400-40, LI-COR Inc ) e foram
novamente colocadas em um dessecador com o peciolo imerso em agua por 12 h. Apos esse
periodo, tiveram seu peso tirgido determinado e as folhas foram para a estufa a 70°C por 72 h
para determinagdo da matéria seca. A perda percentual da capacidade de reidratacao (PPCR em
%) e o TRA (%) foram calculados como descrito por Trueba et al., (2019) utilizando as
formulas abaixo.

O teor saturado de 4agua (TSA, em g g!) de folhas tirgidas antes da desidratagio (TSAI)

e reidratadas (TSAr) foi calculado como:

Msa — Ms

TSAi =
' Ms
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Mr — Ms

TSAr =
r Ms

em que M, Msa e M sdo os valores de massa seca, massa saturada inicialmente e massa
saturada apds reidratacado, respectivamente. O TSA das folhas reidratadas e folhas saturadas sao

usadas para calcular a perda percentual da capacidade de reidratacdo (PPCR em%) como:

T.S'Ar)
TSAi

PPCR = 100x (1 -
O teor relativo de agua (TRA, em %) das folhas desidratadas foi calculado da seguinte

forma:

Mde — MS)
Msa — Ms

TRA = 100x (

Em que Mde, Ms e Msa sdo os valores de massa (em g) das folhas desidratadas, secas e
saturadas com agua, respectivamente.

Os valores de 12 e 50% do rendimento quantico maximo do fotossistema II (F./Fn12 e
F\/Fms0) sdo correspondentes a 12 e 50% do valor de F,/Fn12 obtido nas folhas com 100 % de
TRA.

Os valores de Wy foram obtidos a partir dos dados da curva pressao-volume descrita
abaixo, que relaciona TRA com Wy. Para cada clone foi plotado uma equagdo polinomial de
segunda ordem e a equagdo obtida foi utilizada para estimar os Wy com base nos dados de TRA
da curva de PPCR. As curvas de reidratacdo para cada clone foram determinadas por fungdes

de adaptacdo ao aumento de PPCR e F,/F,, com decréscimo de V.

Curva pressao-volume

Para a constru¢do das curvas pressao-volume (curvas PV), trés plantas de cada clone
foram irrigadas até a saturacdo dos vasos no final da tarde para que estas se reidratassem
completamente durante a noite. Apds esse periodo de reidratagdo (14 h), procedeu-se a coleta
de folhas e medicao do Ww. As folhas foram imediatamente pesadas em balanga analitica digital,
para obtengao da massa fresca, em seguida foram reidratadas por meio da imersao do peciolo

em agua destilada por 12 h.
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Apos essa coleta inicial, suspendeu-se a irrigacdo das plantas para permitir que a
desidratagdo ocorresse naturalmente. Durante a desidratacdo foi repetido o procedimento de
coleta e medicdes de W, e massa foliar de 7 as 16h por sete dias, até o completo colapso e
dessecac¢ao da folha. No final das medicoes, as folhas foram secas em estufa a 70°C, até massa
constante, para obten¢do das massas secas. Posteriormente foi plotado o inverso do ¥ pelo
TRA. Devido ao percentual de perda da capacidade de reidratagdo, apds um certo nivel de
dessecacgao as folhas ndo eram mais capazes de atingir seu peso turgido; portanto, para o calculo
do TRA, utilizou-se um peso turgido estimado, obtido através de uma curva de perda percentual
da capacidade de reidratacdo e uma equacao gerada mediante uma regressao linear entre o peso
turgido e o peso seco. A regressdo foi construida com os pesos turgidos das folhas (e seus
respectivos pesos secos) que apresentavam grau de desidratacdo abaixo do limiar da perda
percentual da capacidade de reidratagao.

As curvas PV foram construidas através da plotagem do inverso do Ww contra o TRA
(Tyree e Hammel, 1972). A partir das curvas PV, foram calculadas W no ponto de perda do
turgor (‘Pepr; MPa), potencial osmético em turgescéncia plena (Wi, MPa), teor relativo de agua
no ponto de perda de turgor (TRArpT; %) € mddulo de elasticidade (¢) de acordo com Bartlett
et al., (2012). A capacitancia foliar foi calculada a partir da variagdo no volume por variacao
no potencial hidrico no turgor completo (Cpp; mol m? MPa™') e abaixo do ponto de perda do

turgor (Cppr; mol m? MPa™).

Extravasamento de eletrolitos

Utilizando-se do mesmo protocolo de desidratagdo descrito no item anterior, folhas
destacadas foram desidratadas até atingirem 100, 75, 50 e 25% do seu TRA original, quando
tiveram discos foliares retirados para determinacdo do extravasamento de eletrolitos (EE),
descrito a seguir: foram retirados 12 discos de 1.1cm de didmetro, os quais foram lavados e
acondicionados em frascos pesa-filtro contendo 20 mL de 4gua deionizada. Apds fechadas, as
placas foram acondicionadas a temperatura de 25°C, por 12 h sendo, em seguida, aferida a
condutividade inicial do meio (Xi) usando condutivimetro de bancada (Lutron CD-
4301, Lutron Electronic Enterprise Co., Taipei, Taiwan). Posteriormente, as placas foram
submetidas a temperatura de 90°C, por 2 h, em estufa de secagem e, apos resfriamento do
conteudo dos mesmos, foi aferida a condutividade final (Xf). O EE foi expresso como a
porcentagem de condutividade em relagdao a condutividade total apds o tratamento por 2 h a

90°C: [(Xi/Xf) x 100] (Campos e Thi, 1997).
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Caracteristicas morfologicas

Folhas completamente expandidas do ter¢o médio da planta tiveram sua area foliar
unitaria (AF) medida utilizando um digitalizador de mesa, em combinagdo com o software
ImageProPlus. Posteriormente foram secas em estufa a 70°C até massa constante para
determinacdo da matéria seca e a area foliar especifica (AFE, em cm? g'!) foi calculado da

seguinte forma:

Area foliar
AFE = ——
Massa seca

Condutancia hidraulica foliar

Para determinacdo da condutancia hidraulica foliar (Kfina) por meio do método de fluxo
evaporativo (Sack et al., 2002; Brodribb e Holbrook, 2006), utilizou-se folhas completamente
expandidas do ter¢o médio da planta, que tiveram seu peciolo cortado embaixo d’agua e seu
limbo posicionado em uma camara de coniferas (LI-6400-18, LICOR, Lincoln, NE, EUA),
conectada a um sistema aberto portatil de trocas gasosas (LI-6400-18, LI-Cor Lincoln, EUA).
As medigdes foram realizadas sob RFA de 1000 umol m? s em nivel de folha e 400 pmol CO»
mol™! ar. Todas as medidas foram realizadas a 25°C e o déficit de pressdo de vapor foi mantido
em torno de 1,0 kPa. As folhas permaneceram na camara sob essas condi¢des até atingirem um
estado estacionario de transpiracdo (variacdo inferior a 10% ao longo de 180 s). A folha foi
entdo coletada para obtenc¢do do Wrna utilizando-se de uma bomba de pressao tipo Scholander.

Ktoma foi entdo calculada usando-se a seguinte equagao:

Kiotma= -E / Yrolha

em que £ ¢ o fluxo de transpiracao na condicao estavel normalizado pela area foliar, que

foi medida utilizando um digitalizador de mesa, em combinagdo com o software ImageProPlus.

Caracteristicas anatomicas

As folhas utilizadas para a medi¢ao do Kfna foram fixadas em FAAso (Johansen, 1940)
durante 48 h, sendo posteriormente armazenadas em etanol aquoso 70% (v v'!). Uma
subamostra do peciolo foi embebida em metacrilato (Historesina - Leica Microsystems
Nussloch, Heidelberg, Alemanha) de acordo com as recomendagdes do fabricante, cortados

com 5 um de espessura utilizando-se um microtomo rotativo de avango automatico (Leica
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RM2155, Leica Microsystems Inc., Derfild, USA), corados com azul de toluidina (O’Brien et
al., 1964) e montados em resina sintética (Permount®). Os cortes anatdmicos foram utilizados
para medir a espessura dos tecidos foliares e as caracteristicas da nervura central e do peciolo.
Para avaliar a distribuicdo de nervuras e caracteristicas estomaticas, uma amostra de 200 mm?
da por¢cao mediana de cada folha, evitando veias principais, foi diafanizada empregando o
método de Strittmatter (1973).

As laminas foram fotografadas em microscopio de luz (AX70 TRF, Olympus Optical,
Toquio, Japao) acoplado a camera fotografica digital (Zeis AxioCan HRc, Gottinger,
Alemanha) e microcomputador com o programa de captura de imagens Axio Vision. As
imagens foram obtidas com ampliacdo de 4 x para as medi¢des da densidade de venacao (DV),
10 x para as espessuras dos tecidos que constituem o limbo foliar, caracteristicas da nervura
central e densidade estomatica (DE) e de 20 x para o indice estomatico (IE) e diametro polar
estomatico (DP). Foram obtidas imagens de cinco campos de visdo para as medi¢des de DV,
DE, IE e DP, trés para as espessuras dos tecidos foliar e um para as caracteristicas hidraulicas
da nervura central.

Todas as medi¢des foram feitas utilizando o programa de analise de imagem Image Pro-
Plus (versdo 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). A DV, DE e as analises de didmetro
e numero dos condutos do xilema do peciolo foram feitas como descrito em Martins et al.,

(2014) e o (t/b)* conforme descrito por Cardoso et al., (2018).

Condutancia cuticular minima

O gmin foi medido para folhas intactas usando o método de perda de massa de folhas
destacadas (Duursma et al., 2019). Foram coletadas no final da tarde duas folhas completamente
expandidas do ter¢co médio de seis individuos por clone, que foram acondicionadas em sacos
ziplock com atmosfera saturada de 4gua e transportadas ao laboratério, onde tiveram seus
peciolos imersos em agua destilada por, no minimol2 h. Apds este periodo, seu peciolo foi
selado com parafilme e foram pesadas em balanca analitica a cada 15 minutos por 4 h. Durante
as pesagens foi monitorada a temperatura ¢ a umidade do ambiente para posterior calculo do
déficit de pressao de vapor (DPV). Sua AF inicial e final foi obtida a partir de imagens
digitalizadas e medidas com auxilio do software Image Pro Plus. A condutincia cuticular
minima (perda minima de agua apds o fechamento estomatico) foi calculada a partir da
inclinacao da relagdo linear da massa foliar versus tempo e convertida em unidades de mmol

m? s em conjunto com o DPV (mol mol-!) e a 4rea foliar (m?).
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Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés clones e cinco
repeticoes. As analises estatisticas foram realizadas com o software SAS Learning Edition
4.1® (SAS Institute, 2006). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as diferencas

significativas entre as médias foram determinadas pelo teste LSD a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

O Y, foliar de fechamento estomatico foi conservado em todos os clones, com valor
médio de -2,6 = 0.10 MPa (Figura 1, Tabela 1). Eventos de cavitagdo em folhas foram
visualizados com o auxilio do método dptico, tendo todas as curvas apresentado comportamento
sigmoidal (Figura 1). Foram encontradas diferencas em P12, Pso € Pss, tendo o CT apresentado
os menores valores (Figura 1, Tabela 1). Houve a tendéncia de o CT apresentar maior MSHso
e MSHss seguido pelos CI e CS a seca (Tabela 1), mas sem significado estatistico.

Os clones nao diferiram quanto ao Wppr (valor médio -2.77 + 0.1 MPa) (Tabela 2). Em
relacdo ao TRAppr e €, 0 CT apresentou os maiores valores, seguido do CI e finalmente pelo
CS. Os CT e CI apresentaram maiores valores de Cpr em relagdao aos do CS a seca. O CT
apresentou maior Cppr em relag@o aos demais.

O PPCRi2 do CT diferiu apenas do CI, que apresentou o menor valor (Tabela 3). Com
relacdo ao PPCRso, ndo houve diferenca entre os materiais. O CI apresentou menor Wy
associado ao Fy/Fmi2 € a0 Fyv/Fmso em relagao aos demais clones.

Nos resultados de EE, quando comparados os diferentes TRA dentro de um mesmo
clone, todos os clones apresentaram similar EE sob TRA de 100 e 75%, o qual diferiu do EE
sob TRA de 25% (Figura 3). Apenas o CS apresentou EE sob TRA de 50% igual ao EE sob
TRA de 75%, indicando ocorréncia precoce de dano em relacdo aos demais clones. Ao
compararmos os clones sob o mesmo TRA, ndo houve diferenca significativa em TRA de 100
e de 75%, ja no de 50%, o CS apresentou maior EE, sendo 44 ¢ 33% maiores que CT e CI,
respectivamente. Em contra partida, sob TRA de 25%, o CT apresentou maiores valores em
relacdo ao CI e o CS. O CT apresentou gmin inferior aos demais clones (Tabela 4).

Embora em um comportamento geral para a espécie a progressao dos eventos
fisiologicos que ocorrem devido a desidratagdo foliar siga a seguinte ordem: W de fechamento,

WYept, P12, Pso, PPCR12, Psg, Fv/Fmi2, PPCRso e , Fv/Fmso (Figura 5), no CT podemos observar
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que eles aconteceram de maneira gradual, enquanto no CI e no CS o colapso de Fy/Fmso €
PPCRs0 ocorrem abruptamente em menores ¥ w, sendo que no CI isso ocorre até mesmo com o
Fy/Fi2 (Figura 4).

A AF variou entre os clones, com maior AF unitaria do CT, seguido do CI e depois pelo
CS (Tabela 4). A AFE diferiu apenas entre CI e CS, que apresentou menor valor. A DV do CT
foi 25% maior que a do CS. Em relacdo a DEap, 0os CT e CS apresentaram menor valor em
relagdo ao CI e apenas o CT ¢ anfiestomatico, entretanto o CI possuiu maior DErt. Os estdmatos
tanto da face abaxial, quanto da adaxial apresentam Dp médio igual a 21.5 + 0.43 pm. O Dasperry
do CT foi maior que o do CI e do CS e 0 Dnmedio do CT e do CI foram maiores que os do CS.
Em rela¢do ao Dnmaximo houve diferenca significativa apenas entre o CT e o CS, sendo que o
primeiro apresentou os maiores valores. Para nimero de vasos (NV), os materiais ndo diferiram
significativamente, entretanto o K¢ do CT foi maior que o do CI e este por sua vez foi maior
que o do CS. O (t/b)* do CT foi maior que o do CI e do CS e ndio houve diferenca estatistica

entre os clones em relacao ao Kina.

4. DISCUSSAO

Diversas caracteristicas hidraulicas foram avaliadas em trés clones de eucalipto com o
objetivo de compreender a relagdo entre a vulnerabilidade a cavitagdo e a tolerancia a seca
nestes materiais, além das relacdes entre parametros hidraulicos, de rela¢des hidricas, de trocas
gasosas ¢ fluorescéncia da clorofila durante uma sequéncia de desidratagdo foliar.
Coletivamente, estes resultados fornecem informag¢des importantes sobre a coordenagio entre
caracteristicas hidraulicas e a tolerancia diferencial a seca dos clones avaliados e aumentam
significativamente nossa capacidade de inferir sobre tolerancia a seca a partir de aspectos
hidraulicos foliares.

Com relagdo ao fechamento estomatico, foram encontrados valores proximos entre ‘V'ppr
€ Wgs fechamento, provavelmente devido ao fato de o Wppr ser o Ww no qual ocorre consideravel
acumulo de acido abscisico nos tecidos foliares (Pierce e Raschke 1980), promovendo um
rapido e eficiente fechamento estoméatico em angiospermas (Brodribb e McAdam, 2017). Desse
modo, o Wppr funciona como um preditor para 0 Wgs fechamento (Christoffersen et al., 2016, Xu et
al.,2016), consistente com o encontrado em outros trabalhos com espécies lenhosas (Hochberg,
et al., 2017; Martin-StPaul et al., 2017; Creek et al 2019; Trueba et al., 2019). Além disso,
todos os clones apresentaram fechamento estomatico completo antes de se observar embolismo

e perda de capacidade de reidratacdo, indicando o papel do fechamento estomatico para a
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protecdo da folha contra a cavitagdo induzida pela seca (Brodribb e Holbrook, 2003, Creek et
al., 2019, Li et al., 2018, Martin-StPaul et al., 2017, Skelton et al., 2018). Ressalte-se aqui a
importancia da metodologia na construcdo da curva PV, os valores proximos de Wppr € Wgs
fechamento foram encontrados via desidratacdo de plantas inteiras, em que cada ponto da curva foi
obtido a partir de folhas diferentes. Por outro lado, quando utilizado o método tradicional de
obtencdo de curvas PV (medidas sequenciais de ¥ em uma mesma folha), observamos que os
valores encontrados ndo condiziam com a sequéncia logica esperada, ja que o Wppr era maior
do que 0 Wgs fechamento (dados ndo mostrados). Assim, cuidado deve ser tomado com o uso do
método tradicional, principalmente quando o interesse ¢ entender a relacdo fisioldgica entre o
YppT € Outros parametros.

Trabalhos recentes t€ém demostrado que o Pso de folhas de algumas espécies de eucalipto
guarda forte relagdo com o Pso de ramos e caules (Lucani et al., 2019), possibilitando inferir
sobre mortalidade com base em dados obtidos a partir de curvas de vulnerabilidade de folhas.
Uma maior prote¢do contra o embolismo no xilema ¢ frequentemente associada a maiores
MSHso e MSHgs (Martin-StPaul et al., 2017; Li et al., 2018; Blackman et al., 2019) e, de fato,
o CT apresentou também os maiores valores de MSH, embora nao tenha sido encontrada
diferenca significativa. Embora todos os clones tenham apresentado valores semelhantes de Wgs
fechamento € P'PPT, €les contrastaram em relagdo ao Pso e Pgg sendo que o CT apresentou a menor
vulnerabilidade foliar a cavitagdo (Pso = -4.0 MPa), o que corrobora a MSH encontrada para
este material, j4 que em trabalho com varias espécies lenhosas, incluindo duas espécies de
eucalipto, Blackman et al. (2010) encontrou relagdo significativa entre o Pso foliar e a MSH,
indicando que espécies com Psp mais negativos tendem a exibir maiores MSH devido a
disfuncao hidraulica em condi¢des de seca do que as espécies mais vulneraveis. Além disso, foi
encontrada grande variabilidade individual nos valores de Pso do CT (valores de Pso variaram
entre -3.5 e -4.6 MPa). Variagdes semelhantes e at¢ maiores no Pso de folhas ja foram
previamente encontradas em uma série de espécies lenhosas (Lamarque et al., 2018; Rodriguez-
Dominguez et al., 2018; Cardoso et al., 2020), e foi demonstrado estarem associadas a
mortalidade diferencial de folhas ao longo da copa de um mesmo individuo (Cardoso ef al.,
2020).

O CT apresentou menor Y100, compativel com redugdo do Wy e possibilitando maior
capacidade de extra¢dao de dgua do solo (Blacckman et al., 2010). A menor taxa de dessecacao
foliar do CT ¢ devido a um conjunto de fatores: antes de atingir o Wppr, as menores taxas de

dessecagao podem ser explicadas pelo maior €, que confere maior resisténcia a seca, permitindo
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grandes ajustes no Wy com pequenas alteragdes no teor de agua foliar (Niinemets, 2001). Apds
o Yppr, a reducdo na taxa de dessecacdo foi governada pela maior Cppr em conjunto com 0s
menores valores de gmin, j& que a maior Cppr faz com que a folha apresente maior tamponamento
do Wy em relacao a variagdo do contetido de agua e a menor gmin € responsavel por menores
perdas de dgua pela cuticula, constituindo-se em uma importante caracteristica da tolerancia a
seca (Sinclair e Ludlow, 1986). Contudo, ao analisarem-se os valores de extravasamento de
eletrolitos, fica bem claro que o CT apresenta perda de integridade mais pronunciada nas
membranas celulares das folhas em grau de desidratacao foliar mais elevado. Ou seja, a
tolerancia diferencial a seca estaria sendo governada mais por aspectos hidraulicos do que pela
tolerancia protoplasmatica propriamente dita.

O declinio do PPCR em relagdo ao Wy apresentou comportamento sigmoidal para todos
os clones, sugerindo que a capacidade de reidratacdo das folhas nao ¢ afetada por leves reducoes
de Y. Espera-se que quando as folhas sejam expostas ao Wy correspondente ao PPCR12, ja
ocorra reducdo significativa do desempenho fotossintético em fungdo do consideravel
fechamento estomatico e disfuncao hidraulicas também associados a este ponto (Oppenheimer
e Leshem, 1966; Kramer e Boyer, 1995; John et al., 2018). Reducdes consideraveis do PPCR
e do F\/Fm ocorrem em Wy, mais negativos que aqueles responsaveis por 100% de embolismo
foliar, demonstrando que essas varidveis ndo sao interessantes como preditores da tolerancia a
seca. Por outro lado, o PPCR, parece o parametro mais promissor como bioindicador de
tolerancia a seca devido a sua facil obten¢ao e sua associagao direta com o Pso e Pgs. Portanto,
espera-se que clones que apresentem o PPCRi> em Wy mais negativos também apresentarao
menor vulnerabilidade a cavitagdo. Futuros testes com mais gendtipos devem ser conduzidos
para se avaliar a variabilidade em PPCR 12 e se de fato tal parametro ¢ correlacionado com o Pso
e Pss, 0 que seria extremamente interessante para programas de melhoramento genético.

Dentro do género Eucalyptus podem ser encontradas espécies hipoestomaticas e
anfiestomaticas. O CT ¢ o tinico que possui estomatos em ambas as faces da epiderme, e possui
DV 25% superior a do CS (Tabela 4). Espécies de eucalipto anfiestomaticas sdo geralmente
encontradas em zonas aridas (Wood, 1934; de Boer et al., 2016) e essa caracteristica €
responsavel por reduzir o gradiente de temperatura ao longo do mesofilo foliar e impedir a
condensagcdo da dgua que poderia limitar a difusdo de CO> (Drake et al., 2019). Essa
caracteristica, no entanto, incorre na necessidade de investimentos adicionais em venagao para
equilibrar a perda de dgua através da superficie adaxial e manter uma hidratagao homogénea da

lamina foliar (Boyce, 2005).
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Aumentos na resisténcia a cavitagdo sdo frequentemente associados a diametros
reduzidos dos elementos de vaso, bem como maior NV para uma determinada area de condugao
(Blackman et al., 2010; Lens et al., 2011). Contudo, encontramos valores maiores de Dhsperry,
Dhwmedio € Dhmaximo para o CT, enquanto o NV nao variou entre os materiais. Estudo recente com
E. globulus, E. viminalis e E. camaldulensis demonstraram que elementos de vaso de maiores
didmetros também possuem pontoagdes de tamanho reduzido (Fernandes et al., 2019). Essa
caracteristica se correlaciona com aumentos na resisténcia a cavitacao, ja que essas pontoacoes
conectam condutos adjacentes para permitir o fluxo de d4gua e também atuam como valvulas de
seguranga para bloquear a propagacdo de ar de condutos embolizados (Hacke et al., 2006).
Menores pontuagdes entre condutos do xilema podem reduzir as chances de entrada de bolhas
de ar, podendo ser responsaveis por explicar a menor vulnerabilidade a cavitagcdo (Zhang et al.,
2016) apresentada pelo CT.

O CT apresentou paredes celulares mais espessas nos condutos do xilema da nervura
central da folha e, portanto maior (t/b)* (Tabela 4). Maiores valores de (t/b)* sdo fortemente
correlacionados com menores valores de Pso foliar segundo estudo realizado com 20 espécies
lenhosas, incluindo E. coccifera (Blackman et al., 2010). Esse refor¢co dos condutos do xilema
fornecem um maior grau de seguranga contra o colapso da parede dos vasos durante a seca,
sugerindo que um nivel semelhante de coordenagdo entre o refor¢o do xilema e resisténcia a
embolia pode estar presente nas folhas. O nivel de reforco dos vasos do xilema ¢ maior em
vasos menores, 0 que sugere que vasos maiores talvez exijam menos reforco do que vasos
menores (Blackman et al., 2018). Consistente com os achados de que veias menores sdo as mais
resistentes a embolia dentro da rede de veias foliares (Brodribb et al., 2016; Scoffoni et al.,
2017). Caracteristicas foliares associadas a resisténcia a seca podem demandar investimento
extra no refor¢co do xilema e resultar em taxa de crescimento reduzida (Hacke et al., 2001
Poorter et al., 2010).

Este trabalho fornece uma sequéncia coerente de eventos fisioldgicos que ocorrem ao
longo do declinio das funcdes foliares, demonstrando que o fechamento estomatico atua na
protecao hidraulica das folhas. Posteriormente, o embolismo ¢ moderadamente propagado no
xilema das folhas. O inicio da perda da capacidade de reidratacdo ¢ entdo seguido da falha
catastrofica do xilema (88% embolismo) e somente depois ocorrem dano fotoquimico leve,
elevada perda da capacidade de reidratagao e danos fotoquimicos severos Fv/Fmso. Além disso,
também foram encontradas diferentes caracteristicas responsaveis por conferir tolerancia a seca

no CT, sendo algumas delas possivelmente relacionadas ao ambiente de selecdo de um dos
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parentais, como menores valores de Pso, Pss € gmin € maiores €, Cppr, € (t/b)*, além de o CT ser
o0 Unico anfiestomatico. Além disso, a consisténcia da relagao entre os pardmetros nos diferentes
clones sugere que o PPCR12 possa ser um importante bioindicador e, mais importante, de facil

obtenc¢do e amplo uso em programas de melhoramento genético.
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6. TABELAS
Tabela 1. Médias dos potenciais hidricos (P; MPa) para 12, 50 e 88% de area cumulativa de

embolismo, para o fechamento estomatico completo (Pgs; MPa) e a diferenga (MPa) entre o Pg
e 0 Pso (MSHso) e entre 0 Pgs fechamento € 0 Pgs (MSHzss) em folhas de trés clones de eucalipto com
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tolerancias contrastantes a seca. Letras diferentes entre os clones representam diferencas
significativas de acordo com o teste LSD. n =4 + EP.

CT CI CS
P12 -3.58+0.10B -3.05+£0.14 A -3.24+£0.04 A
Pso -4.02+0.23 B -335+0.11 A -3.50+£0.05 A
Pss -4.66+0.28 B -4.02+0.13 A -4.01+0.08 A
Pys fechamento 279+ 0.19 A 242+031 A -2.64+0.08 A
MSHso 1.23+020 A 0.93+0373 A 0.86+0.15A
MSHss 1.87+0.16 A 1.59+0.38 A 1.37+ 025 A

Tabela 2. Médias do potencial osmoético em turgescéncia plena (W10, MPa), potencial hidrico no
ponto de perda de turgor (Wppr; MPa), teor relativo de dgua no ponto de perda de turgor
(TRAppT; %), modulo de elasticidade (g; MPa) e capacitancia pré- (Cpp; mol m2 MPa™!) e pos-
perda de turgor (Cppr; mol m? MPa') de folhas (retiradas de plantas em processo de
desidratacdo) de trés clones de eucalipto com tolerancias contrastantes a seca. Letras diferentes
entre os clones representam diferengas significativas de acordo com o teste LSD. n =3 + DP.

CT c1 cs
Y100 (MPa) 2.43+0.071B 228+ 0.079 AB 2.16+0.103 A
¥ ppr (MPa) 277+0.18 A 2.77+0.11 A 2784027 A
TRArer (%) 86.5+3.73 A 83.1+2.05 AB 80.2+3.97B
& (MPa) 21.1+4.01 A 17.5+ 1.86 AB 144 +1.05B
Crp* (mol m? MPa) 0.334+0.01 B 0.328 £0.04 B 0.363 +0.020 A
Crpr* (mol m™ MPa™) 1.33+0.01 A 0.88+0.10 B 0.83+0.08 B

Tabela 3. Médias do potencial hidrico (MPa) responsavel pelo percentual de perda da
capacidade de reidratacdo de 12 e 50% (PPCRi2 e PPCRso0) e de reducdo de 12 e 50% dos
valores de Fyv/Fm (Fyv/Fmi2 € Fyv/Fmso0) de folhas retiradas de plantas em processo de desidratagao
de trés clones de eucalipto com tolerancias contrastantes a seca. Letras diferentes entre os clones
representam diferencgas significativas de acordo com o teste LSD. n =5 + EP.

CT CI CS
PPCR12 -422+-0.15B -3.77+£0.10 A -4.00+0.06 AB
PPCRso -5.44+0.18 A -6.55+£0.02C -6.14+£0.10B
Fo/Fmi2 -3.94+029 A -7.11+1.18B -3.99+0.19 A
FulFso -5.17+0.30 A -9.67+0.35B -6.01 022 A

Tabela 4. Médias da area foliar unitaria (AF), area foliar especifica (AFE), densidade de
venagdo (DV), densidade estomatica da face abaxial (DEap), densidade estomética da face
adaxial (DEag4), didmetro polar abaxial (DPap), didmetro polar adaxial (DP ADA), densidade
estomatica total (DET1), Dh Sperry de vasos do peciolo (Dusperry), Dn Méximo de vasos do
peciolo (Dhmaximo), Dh Médio de vasos do peciolo (Dhwmedio), nimero de vasos do xilema do
peciolo (NV), condutancia hidraulica teorica do peciolo (Ky), razdo entre a espessura da parede
do xilema (t) e diametro do limem do xilema (b) (t/b)* do peciolo, condutancia hidraulica foliar
(Kfolna) € condutancia cuticular minima (gmin). Letras diferentes entre os clones representam
diferencas significativas de acordo com o teste LSD. n =5 + EP.



44

CT CI CS
AF (cm?) 46.46 £0.56 A 38.44+0.43B 30.66+1.37C
AFE (cm?g™) 217.90 £2.02 AB 23597+£2,52 A 20324 +5,43 B
DV (mm mm2) 1241 +£0,62 A 10.70 + 0,32 AB 9.25+0,29B
DE» (n° mm?) 446+ 19B 606 +8 A 425+258B
DEa4 (n° mm?) 85.1+£9.6 - -
DEr (n° mm?) 527+ 18 B 606 +8 A 425+25C
DPab (um) 21.43+£0,56 A 21.13+0.32 A 21.55+0.63 A
DPad (um) 21.90 +0.22 - -
Dhsperry (um) 2423 +£0,47 A 22.51+047B 20.24+0.96 C
Dhwedio (m) 12.63+£0.51 A 12.96 +0.46 A 10.38+0,55B
Dhwaxima (um) 3473 £1.09 A 32.19+ 1.35 AB 2954+ 1.42B
NV 437£31 A 348+ 47 A 395+ 67 A
K¢ (mmol MPa™' s'm™) 11.76 £ 0.75 A 8.93+£0.26B 6.24+0.84 C
(t/b)* x 10- 1333 +£1.53 A 452+043B 8.65+1.06 B
Kfolha (mmol m2 s MPa™") 10.60 £ 0.80 A 10.44 £ 0.67 A 9.57+0.75 A
gmin (mmol H20 m? s) 1.8+0.23B 55+098 A 51+0.64 A
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7. LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Area cumulativa de embolismo (%) em folhas em processo de desidratacdo de trés
clones de eucalipto com tolerancias contrastantes a seca. n = 4. A linha vertical tracejada
representa o potencial hidrico foliar para o fechamento estomatico completo.

Figura 2. Perda percentual da capacidade de reidratacdo (PPCR) em resposta a reducao do
potencial hidrico de folhas em processo de desidratagdo de trés clones de eucalipto com
tolerancias contrastantes a seca. Os pontos pretos representam dados obtidos a partir de folhas
individuais. A linha preta representa o melhor modelo ajustado. As linhas tracejadas indicam
os potenciais hidricos associados a 12% (azul) e 50% (vermelho) do valor minimo da PPCR.

Figura 3. Extravasamento de eletrolitos em resposta a redug¢do do potencial hidrico (Ww) de
folhas em processo de desidratagdo de trés clones de eucalipto com tolerancias contrastantes a
seca. Letras diferentes entre os clones representam diferengas significativas de acordo com o
teste LSD. n=35 + EP.

Figura 4. Potenciais hidricos (MPa) associados a diferentes eventos fisiologicos para folhas de
trés clones de eucalipto. As caixas mostram os percentis 25 e 75, e pontos indicam minimo e
maximo valores. Linhas vermelhas sdo valores médios para cada caracteristica. As cores
ilustram os diferentes eventos: potencial hidrico de fechamento estomatico (Wgs fechamento;
laranja), potencial hidrico do ponto de perda de turgor (Wppr; azul), potenciais hidricos para
12% e 50% do percentual de perda da capacidade de reidratacdo (PPCR; branco), potenciais
hidricos para 12% e 50% de area cumulativa de embolismo (P; amarelo) e reducdo do
rrendimento quantico maximo do fotossistema II (Fv/Fm; verde).

Figura 5. Potenciais hidricos (MPa) associados a diferentes eventos fisiologicos para folhas de
eucalipto. As caixas mostram os percentis 25 e 75, e pontos indicam minimo € maximo valores.
Linhas vermelhas sdo valores médios para cada caracteristica. As cores ilustram os diferentes
eventos: potencial hidrico de fechamento estomatico (Wgs fechamento; laranja), potencial hidrico
do ponto de perda de turgor (Wrpr; azul), potenciais hidricos para 12% e 50% do percentual de
perda da capacidade de reidratacdo (PPCR; branco), potenciais hidricos para 12%, 50% e 88%
de area cumulativa de embolismo (P; amarelo) e reducdo do rrendimento quantico méximo do
fotossistema II (F/Fm; verde).
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9. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Médias dos teores relativos de dgua (TRA; %) para 12%, 50% e 88% de area
cumulativa de embolismo em folhas de trés clones de eucalipto com tolerancia a seca
contrastantes. Letras diferentes entre os clones representam diferengas significativas de acordo
com o teste LSD. n =4 + EP.

CT CI CS
TRAR 65.8+248B 742+32A 73.9+09 A
TRAs0 60.56+5.5B 709+25A 714+ 1.0 A
TRAss 53.0+64B 63.6+28A 66.6£2.5A

Tabela S2. Médias do teor relativo de agua responsavel pelo percentual de perda da capacidade
de reidratagdo de 12 e ,50% (PPCR12 e PPCRs0) e de redugdo de 12 e 50% dos valores de Fv/Fm
(Fv/Fmi2 € Fy/Fmso) de folhas retiradas de plantas em processo de desidratacao de trés clones de
eucalipto com tolerancia a seca contrastantes. Letras diferentes entre os clones representam
diferencas significativas de acordo com o teste LSD. n =5 + EP.

CT CI CS
PPCR12 57.0+£19C 71.5+£09 A 66,0+ 0.6 B
PPCRso 414+23B 47.1+£02 A 446+ 1.0 AB
Fyv/Fumi2 60.6+3.8 A 29.7+2.8B 60.0+£19 A

Fy/Fmso 449+39A 17,1+24B 459+22A
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Figura S1. Teores relativos de agua associados a diferentes eventos fisiologicos para folhas de
trés clones de eucalipto. As caixas mostram os percentis 25 e 75, e pontos indicam minimo e
maximo valores. Linhas vermelhas sdo valores médios para cada caracteristica. As cores
ilustram os diferentes eventos: teor relativo de dgua de fechamento estomatico (Wgs fechamento;
laranja), teor relativo de 4gua do ponto de perda de turgor (Wper; azul), teor relativo de dgua
para 12% e 50% da percentual de perda da capacidade de reidratacdo (PPCR; branco), teor
relativo de dgua para 12%, 50% e 88% de area cumulativa de embolismo (P; amarelo) e reducao
do rrendimento quantico maximo do fotossistema II (Fv/Fn; verde).
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CAPITULO 2 - PLASTICIDADE FENOTIPICA DE FOLHAS DE EUCALIPTO SOB
DEFICIT HIDRICO
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RESUMO

OLIVEIRA, Leonardo Araujo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2019.
Plasticidade fenotipica de folhas de eucalipto sob déficit hidrico leve. Orientador: Samuel
Cordeiro Vitor Martins. Coorientadores: Amanda Avila Cardoso ¢ Genaina Aparecida de
Souza.

As previsdes futuras de escassez de dgua tornam cada vez mais necessaria a compreensao dos
mecanismos de tolerdncia a seca nas plantas. Dentre estes, espécies que possuem elevada
plasticidade fenotipica podem ser mais aptas a otimizar suas caracteristicas morfofisiologicas
frente a situagdes de estresse. No entanto, em eucalipto, pouco se sabe sobre a importancia da
plasticidade fenotipica na tolerancia a seca. Assim, neste trabalho, foram selecionados quatro
clones de eucalipto contrastantes quanto a tolerancia ao déficit hidrico. A selecdo foi feita
utilizando-se um ranking baseado em pardmetros de crescimento e sobrevivéncia de plantas
durante um periodo de seca severa no campo. Apos o periodo de aclimatagdo em casa de
vegetacdo, as plantas foram submetidos a reducdo de 40% da 4dgua disponivel, visando explorar
como a plasticidade das caracteristicas de relacdes hidricas, trocas gasosas e anatomia foliar
influenciariam na tolerancia a seca. Além disso, plantas cultivadas na condi¢ao controle foram
expostas a potenciais hidricos responsaveis por causar até 88% de embolismo no xilema das
folhas (Psg), quando, entdo, a recuperagao apds a reidratacdo foi observada. O cultivo dos
diferentes clones sob déficit hidrico foi suficiente para induzir mudancas morfologicas,
anatomicas e fisiologicas nas folhas, tendo as caracteristicas fisiologicas apresentado maior
plasticidade fenotipica, enquanto as caracteristicas morfologicas e anatomicas do mesofilo
foliar se mantiveram estaveis. No entanto, todos os clones responderam ao crescimento sob
déficit hidrico de forma semelhante, ndo sendo possivel replicar a tolerancia a seca observada
no ranking de campo nas condic¢des deste estudo. Apds a reidratagdo das plantas submetidas ao
Pss, foi observado uma mortalidade diferencial de folhas dentro do dossel: as plantas sensiveis
apresentaram mortalidade generalizada, inclusive do dpice caulinar, enquanto as tolerantes
perderam principalmente as folhas mais velhas e foram capazes de proteger seus meristemas,

facilitando o reestabelecimento de um novo dossel ap6s a reidratagao.

Palavras-chave: anatomia foliar, estresse hidrico, hidraulica de folhas, mortalidade de folhas,

plasticidade fenotipica de folhas.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Leonardo Araujo, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, February, 2020.
Phenotypic plasticity of eucalyptus leaves under water deficit. Adviser: Samuel Cordeiro
Vitor Martins. Co-advisers: Amanda Avila Cardoso e Genaina Aparecida de Souza.

Soil water content is amongst the main limiting factors for plant productivity, survival and
distribution. A better understanding of the plant traits impacting drought tolerance is of critical
importance given the predicted scenario of future soil water scarcity. In this study, eucalyptus
clones with contrasting drought tolerance were exposed to 60% soil water capacity in order to
explore which leaf hydraulic traits, leaf gas exchange, and leaf anatomy impact the plant
drought tolerance. In addition, plants were exposed to water potential triggering 88% embolism
in the leaf xylem (Pgs) and their recovery upon rehydration was observed. Cultivating plants
under water deficit was enough to induce morphological, anatomical and physiological
changes. However, all clones responded in a similar fashion, and it was not possible to
differentiate them according to their presumed drought tolerance. After exposure to the Pgg and
subsequent rehydration, a considerable variation in the leaf mortality pattern across the canopies
was observed. The most tolerant plants presented lower levels of leaf mortality, losing only the
older leaves and kept the apical meristem functional. Such maintenance of younger leaves and

meristems is likely to allow a rapid reestablishment of the canopy following the drought event.

Key words: leaf anatomy, drought stress, leaf hydraulics, leaf mortality, foliar phenotypic

plasticity
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1. INTRODUCAO

A agua ¢ um dos fatores mais limitantes para a produtividade, sobrevivéncia e
distribuicao geografica das plantas. Durante eventos de seca, o declinio na umidade do solo ¢
geralmente acompanhado por elevacdo das temperaturas e demanda evaporativa da atmosfera
(Choat et al., 2018). Consequentemente, a reducao no fornecimento e aumento na demanda por
agua pela planta levam as progressivas reducdes do potencial hidrico foliar (Ww), condutancia
estomatica (gs) e taxa fotossintética liquida (A4) (Flexas et al., 2006). Quando a folha chega ao
Yy do ponto de perda de turgor (‘Pprpr), a taxa de crescimento da planta cessa, e, caso a seca
persista, a mortalidade da planta pode ocorrer por fatores como a falha hidraulica e/ou fome de
carbono, por exemplo. Estudos mostram que a falha hidraulica tanto em angiospermas, quanto
em gimnospermas, ocorre quando 88% dos condutos do xilema do caule sofrem embolismo
(Psg) (Urli et al., 2013; Hammond ef al., 2019). A fome de carbono, por sua vez, ocorre devido
as intensas redugdes em 4, resultante do fechamento estomatico, que acaba levando a morte do
individuo apds um periodo de tempo longo o suficiente para que ocorra deplegao total das
reservas de carboidratos da planta (McDowell et al., 2008).

Quando os eventos de seca sdo moderados e longos, a taxa de crescimento ¢ reduzida e
o crescimento dos 6rgdos de plantas cultivadas nessa condi¢do acarreta varias alteragcdes nas
folhas, incluindo alteracdo morfoanatomicas, que visam ao aumento de seu desempenho na
nova condi¢do. Um exemplo dessas alteragdes ¢ a formagao de elementos de vaso de menores
diametros, que em geral sdo associados a menor susceptibilidade ao embolismo e colapso (Tyre
e Dixon 1986; Davis et al., 1999, Lovisolo et al., 2010; Hochberg 2015; Brodribb et al., 2016b).
Além disso, ¢ esperado um aumento do nimero de elementos de vaso, aumentando a
redundancia do sistema vascular, para que mesmo com a perda de parte do sistema condutor, a
funcdo hidraulica seja mantida através de rotas de transporte alternativas quando alguns
elementos de vaso se tornam inoperantes devido ao embolismo (Ewers et al., 2007; Scoffoni
2011). Durante eventos de seca, também se faz necessario aumentar a eficiéncia do transporte
de agua nas folhas, o que ¢ determinado em grande parte pela densidade de venagao (DV) e o
tamanho e distribuicao dos estdmatos que sdo de grande importancia para as folhas por
garantirem um equilibrio entre a taxa de abastecimento de 4gua em superficies evaporativas
proximas aos estomatos e a demanda transpiracional (de Boer ef al., 2016). Esses estomatos se
fecham quando o W atinge o Wppr, reduzindo a tensdo no xilema e evitando a rapida

propagacao de eventos de embolismo (Hochberg, et al., 2017; Martin-StPaul et al., 2017; Li et
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al., 2018). Além disso, também s3o esperadas modificagdes no parénquima pali¢adico,
esponjoso e espaco intercelular em plantas que vivem em condigdes de escassez de agua
(Chartzoulakis et al., 2002).

A capacidade de um individuo exibir diferentes fenotipos a depender das condigdes
ambientais de crescimento ¢ denominada plasticidade fenotipica (PF). A PF ¢ um importante
mecanismo das plantas, devido a sua natureza séssil, para lidar com a variabilidade das
condigdes ambientais (Gratani, 2014). Nesse contexto, compreender quais caracteristicas estao
sob controle genético e/ou apresentam plasticidade ¢ essencial para compreender como as
arvores responderdo as mudangas rapidas no clima (Matesanz et al., 2010; Nicotra et al., 2011;
Richter et al., 2012; Pritzkow et al., 2019). As angiospermas sdo conhecidas por possuirem
consideravel PF e variagcdo adaptativa (Schuldt et al., 2016; Choat et al., 2018) e plantas de
eucalipto sdo ideais para investigar a adaptagdo climatica em caracteristicas vasculares por
apresentarem uma longa historia evolutiva e alta diversidade de ambientes onde podem ser
encontradas (Pfsaustch et al., 2016). Dessa forma, essa espécie se caracteriza como um 6timo
modelo para aumentar a compreensao de como a plasticidade de caracteristicas foliares durante
eventos de seca podem influenciar na tolerancia a seca das plantas. Apesar de sua importancia
para a sobrevivéncia e a distribuicao das espécies sob mudancas climaticas, pouco se sabe sobre
a contribui¢do individual de diferencgas genéticas adaptativas e da PF para a tolerancia a seca
(Drake et al., 2015; Benomar et al., 2016). Por exemplo, acredita-se que ambientes muito
variaveis tendem a maximizar a PF das plantas ao passo que ambientes mais estaveis
favoreceriam maior especializagao (baixa PF), uma vez que existem custos inerentes a alta
plasticidade (Pigliucci 2001). Nesse contexto, plantas mais tolerantes a seca seriam aquelas
provenientes de ambientes mais aridos, mas que apresentariam PF limitada para se beneficiar
de uma maior variabilidade na disponibilidade de dgua. Dentro do conceito de trade-off entre
eficiéncia e seguranca hidraulica, a presumida baixa PF de espécies tolerantes seria
problematica; no entanto, parece haver cada vez mais suporte para a possibilidade de que alta
eficiéncia hidraulica e baixa vulnerabilidade a cavitacdo coexistam (Gleason et al., 2016;
Pritzkow et al., 2019).

A resposta a seca varia significativamente entre espécies, gendtipos, hibridos e clones
de eucalipto e evidéncias sugerem que a plasticidade em caracteristicas hidraulicas foliares
podem ser significativas (Anderegg, 2014; Saadaoui et al., 2017). Compreender os efeitos da
PF ¢ importante na perspectiva de prever respostas das plantas a ambientes em mudanga, bem

como aproveitar todo o seu potencial produtivo por meio de programas de melhoramento (Vivas
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et al., 2019). Ainda, a identificagdo de quais caracteristicas estdo sobre forte controle genético
sdo fundamentais na sua aptiddo como critério de selecdo. Portanto, neste trabalho, utilizamos
clones com tolerancia diferencial ao déficit hidrico e avaliamos caracteristicas anatdmicas e de
trocas gasosas com o objetivo de identificar caracteristicas contrastantes entre os clones
tolerantes e sensivel a seca. As hipodteses testadas foram de que a tolerancia diferencial a seca
observada nos clones de eucalipto pode ser explicada por diferengas na plasticidade fisiologica
e morfoanatdmica em resposta a disponibilidade hidrica dessas plantas, e que ocorre
mortalidade diferencial de folhas no dossel destas plantas ao serem submetidas ao seus

respectivos Pso e Pss.

2. MATERIAIS E METODOS

Material vegetal e aplicacio dos tratamentos

Foram utilizadas mudas de clones de eucalipto com diferentes niveis de tolerancia ao
déficit hidrico: clone tolerante (CT, E. urophylla x E. camaldulensis), clone tolerante 2 (CT2,
E. grandis x E. camaldulensis), clone intermediario (CI, E. urophylla x E. grandis) e clone
sensivel (CS, hibrido espontaneo de E. urophylla). As plantas foram cultivadas em vasos de 20
L (uma planta por vaso), contendo solo:areia lavada (1:1) e adubadas conforme recomendagdes
para a cultura. Os vasos foram mantidos em casa de vegetacao, por um periodo de aclimatagdo
de 70 dias. Posteriormente foram submetidas a regimes hidricos diferenciais: déficit hidrico,
onde os vasos foram irrigados para que seu substrato atingisse 60% de sua capacidade de campo
(déficit) e o tratamento controle que foi irrigado diariamente até a capacidade de campo
(controle). O controle da umidade do solo foi feito diariamente através da utilizagdo de um
sensor de umidade (modelo HH2 Moisture Meter, Delta-T Devices Ltd , Cambdrige, UK) com
o auxilio de uma curva de calibracdo obtida através da correlacdo entre o teor de umidade
aferida pelo sensor e a obtida por um método gravimétrico, possibilitando o calculo da
quantidade de dgua a ser reposta. As plantas foram cultivadas de julho de 2017 a fevereiro de
2018, neste periodo a irradidncia média interceptada na altura da copa das plantas as 12 horas
foi de 700 pmol de fotons m™ s’'. Posteriormente, a irriga¢do das plantas sob déficit foi
completamente suspensa até observacao de sinais de murcha ou dano foliar. Isto aconteceu aos
oito dias de suspensdo da irrigagdo, quando as plantas foram reidratadas e mantidas sob

irrigacdo didria por quatro dias adicionais. Nesse experimento, o potencial hidrico foliar (Ww;



59

MPa) foi medido diariamente as 06:00 e 12:00 horas utilizando uma bomba de Scholander

(modelo 1000, PMS Instruments, Albany, NY, EUA).

Crescimento vegetativo
Aos cinco meses apods inicio do experimento foram feitas a contagem do niimero de
ramos (NR) e, com o auxilio de fita métrica e paquimetro digital, as medi¢des de altura (AL) e

diametro (D) do caule das plantas (realizadas a quatro centimetros do solo).

Relacdes hidricas, trocas gasosas e condutiancia hidraulica foliar

O Yy foi medido com uma bomba de pressao tipo Scholander, utilizando uma folha
completamente expandida do quarto ou quinto par de folhas a partir do apice de ramos
localizados no ter¢co médio da planta. As folhas foram coletadas as 6:00 e 12:00 h em dias com
baixa nebulosidade. Apds coletadas, as folhas foram encerradas em sacos zip lock com
atmosfera saturada de vapor d’agua e colocadas em uma caixa de isopor com gelo por cerca de
20 minutos até medi¢ao do W,

Os dados de 4, g e C; foram obtidos utilizando-se folhas completamente expandidas do
terco médio da planta, que tiveram seu peciolo cortado embaixo d’agua e seu limbo posicionado
em uma camara de coniferas (LI-6400-40, LICOR, Lincoln, NE, EUA), conectada a um sistema
aberto portatil de trocas gasosas (LI-6400XT, LI-Cor Lincoln, EUA). As medi¢des foram
realizadas sob RFA de 1000 pmol m™ s em nivel de folha e 400 pmol CO2 mol™! ar. Todas as
medidas foram realizadas a 25°C e o déficit de pressao de vapor foi mantido em torno de 1,0
kPa. Para determinagdo da condutancia hidraulica foliar (Kfina) por meio do método de fluxo
evaporativo (Sack et al., 2002; Brodribb e Holbrook, 2006), as folhas permaneceram na camara
sob essas condicoes até atingirem um estado estacionario de transpiragdo (variagdo inferior a
10% ao longo de 180 s). A folha foi entdo coletada para obtencao do Wy utilizando-se de uma
bomba de pressao tipo Scholander. Kfoma foi entdo calculada usando-se a seguinte equacao:

Kfona=-E / W

em que £ ¢ o fluxo de transpiracdo na condicao estavel normalizado pela area foliar,

que foi medida utilizando um digitalizador de mesa, em combinagdo com o software

ImageProPlus (versdo 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, EUA).
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Estimativa do Vemax a partir do método de um unico ponto

Para estimar a velocidade maxima de carboxilacao (¥cmax) pelo método do unico ponto
foram utilizados os dados de 4 e C; obtidos como descrito na sessdo anterior. Além de valores
de respiracao no escuro (Rd), cujas medi¢des foram realizadas com auxilio de um sistema aberto
portatil de trocas gasosas, em folhas previamente aclimatadas por 30 minutos no escuro antes
das medicdes. Posteriormente os célculos do Vemax foram feitos de acordo com o descrito por

De Kauwe et al., (2015).

Caracteristicas morfologicas

Folhas completamente expandidas do ter¢o médio da planta tiveram sua area foliar
unitaria (AF) medida utilizando um digitalizador de mesa, em combinagdo com o software
ImageProPlus. Posteriormente foram secas em estufa a 70°C até massa constante para
determinacdo da matéria seca e a area foliar especifica (AFE, em cm? g'!) foi calculado da
seguinte forma:

Area foliar
AFF = ——
Massa seca

Caracteristicas anatomicas

As folhas utilizadas para a medi¢do do Kromma foram fixadas em FAAso (Johansen, 1940)
durante 48 h, sendo posteriormente armazenadas em etanol aquoso 70% (v v'!). Uma
subamostra do peciolo e uma da parte mediana das folhas contendo uma por¢do da nervura
central e do limbo foliar foram embebidas em metacrilato (Historesina - Leica Microsystems
Nussloch, Heidelberg, Alemanha) de acordo com as recomendacgdes do fabricante, cortados
com 5 um de espessura utilizando-se um micrétomo rotativo de avango automatico (Leica
RM2155, Leica Microsystems Inc., Derfild, USA), corados com azul de toluidina (O’Brien et
al., 1964) e montados em resina sintética (Permount®). Os cortes anatomicos foram utilizados
para medir a espessura dos tecidos foliares e as caracteristicas da nervura central e do peciolo.
Para avaliar a distribuicdo de nervuras e caracteristicas estomdticas, uma amostra de 200 mm?
da por¢ao mediana de cada folha, evitando veias principais, foi diafanizada empregando o
método de Strittmatter (1973).

As laminas foram fotografadas em microscopio de luz (AX70 TRF, Olympus Optical,
Toquio, Japao) acoplado a camera fotografica digital (Zeis AxioCan HRc, Gottinger,
Alemanha) e microcomputador com o programa de captura de imagens Axio Vision. As

imagens foram obtidas com ampliacdo de 4 x para as medi¢des da densidade de venacao (DV),
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10 x para as espessuras dos tecidos que constituem o limbo foliar, caracteristicas da nervura
central e densidade estomatica (DE) e de 20 x para o indice estomatico (IE) e didmetro polar
estomatico (DP). Foram obtidas imagens de cinco campos de visdo para as medi¢des de DV,
DE, IE e DP, trés para as espessuras dos tecidos foliar e um para as caracteristicas hidraulicas
da nervura central.

Todas as medig¢des foram feitas utilizando o programa de analise de imagem Image Pro-
Plus (versdo 4.5, Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). Espessuras dos parénquimas
pali¢adico (PP) e lacunoso (PL), epiderme superior (ES), epiderme inferior (EI) e espessura do
limbo foliar (LF) foram medidas em um. A DV, DE e as analises de didmetro e nimero dos
condutos do xilema da nervura central e do peciolo foram feitas como descrito em Martins et

al (2014) e o (t/b)’ conforme descrito por Cardoso et al., (2018).

Transpiracio de planta inteira
Para caracterizacao da transpiracdo da planta inteira durante a suspensao da irrigagdo, o
peso dos vasos foi aferido com o auxilio de uma balanga durante a antemanha e ao final da

tarde, sendo a diferenca entre os pesos utilizada para o calculo de transpiragao:
Transpiragdo da planta = Peso dos vasos na antemanha — Peso dos vasos ao final da tarde

Em adigdo, os potenciais hidricos foram medidos todos os dias na antemanha e ao meio
dia com o auxilio de uma bomba de pressao tipo Scholander, para acompanhar o status hidrico

destas plantas durante este periodo.

Indice de plasticidade

O indice de plasticidade associado as caracteristicas foliares, variando de 0 (sem
plasticidade) a 1 (plasticidade maxima), foi calculado como a diferenga entre os valores médios
maximo e¢ minimo entre as disponibilidades hidricas, divididos pelo valor médio maximo

(Valladares et al., 2006).

Curva de vulnerabilidade optica foliar

Para a constru¢do das curvas de vulnerabilidade a cavitagdo, a propagagdao de
embolismos foi avaliada pelo método da vulnerabilidade optica proposto por Brodribb et al.,
(2016). Nesse método, os embolismos sdao detectados monitorando-se as mudangas na

transmissao da luz através do xilema, onde vasos embolizados e funcionais diferem quanto as
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suas propriedades Opticas. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacao sob irrigagdo
abundante durante sete meses. Foram coletadas no inicio da manha e tiveram suas raizes lavadas
até a retirada completa do solo aderido a elas, tendo sido colocadas em um balde de 20L com
agua, onde ficaram por duas horas para que estivessem completamente hidratadas no inicio das
avaliacdes. Uma folha completamente expandida do terceiro ou quarto par de folha de um ramo
localizado na parte mediana da planta foi acoplada a um scanner (Epson perfection V800; Epson
America) e digitalizadas com lado adaxial voltado para a superficie, fixadas com o auxilio de
fita transparente e iluminadas por baixo para criar uma imagem da luz transmitida, permitindo
assim que os embolismos fossem registrados durante a desidratagdo da planta a cada trés
minutos. A obtencdo das imagens foi finalizada duas horas apos a observagdo dos ultimos
eventos de embolismo. Para identificar e quantificar os embolismos, foi realizada analise de
imagens usando método de subtragao no ImageJ (National Institute of Health, New York, NY,
USA) para destacar mudangas entre imagens sucessivas na sequéncia de imagens produzidas
durante processo de secagem da planta. Nesta série de imagens subtraidas, os pixels pretos
representam qualquer evento Optico: cavitacdo, instabilidade das condigdes de luz e
movimentos da folha ou de suas estruturas. Para separar o sinal (evento de cavitagao) do ruido,
as imagens diferenciais foram processadas e posteriormente examinadas para remog¢ao manual
do ruido. O grau de embolia foi calculado como o numero cumulativo de pixels embolizados
normalizados pelo ntimero total de pixels embolizados ao longo da desidratagdo. O Yy, foi
medido em folhas de outros ramos em regides semelhantes as da folha acoplada ao scanner a
cada hora, com o auxilio de uma bomba de pressao tipo Scholander (modelo 1000, PMS
Instruments, Albany, NY, EUA). Posteriormente foram obtidas equagdes lineares com estes
dados, para que fosse possivel estimar os potenciais hidricos associados a todos os eventos de
area cumulativa de embolismo. Por fim, para visualizar a dindmica da propagacdo de
embolismos pela folha, foi plotado o Wy pela percentagem de area cumulativa de embolismo,
sendo uma curva de vulnerabilidade optica produzida para cada planta. Os potenciais hidricos
a 12, 50 e 88% da cavitagdo maxima da folha (P12, Pso e Pss) foram calculados com base na
curva de vulnerabilidade optica. Adicionalmente, foi realizado o acompanhamento da
condutancia estomatica (gs) durante a desidratacao da planta utilizando-se do sistema de trocas
gasosas (LI-6400XT, LICOR, Lincoln, NE, EUA); as medi¢des foram realizadas em condigdes
ambientes de temperatura e déficit de pressdao de vapor, sob radiagdo fotossinteticamente ativa

(RFA) artificial, isto é, 1000 umol fotons m™ s™' em nivel das folhas, e 400 umol CO2 mol™! ar.
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Analises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em um fatorial 2x4, onde os
fatores foram constituidos por dois niveis de irrigagdo e quatro clones. As analises estatisticas
de trocas gasosas e caracteristicas anatdomicas foram realizadas com o software SAS Learning
Edition 4.1 (SAS Institute, 2006), (P<0,05). Os dados foram submetidos a analise de variancia
e as diferencas significativas entre as médias foram determinadas pelo teste LSD. Os efeitos do
clone ¢ da deficiéncia hidrica nas distribui¢cdes da classe de tamanho dos elementos de vaso

foram submetidos ao teste ¢ de Student.

3. RESULTADOS

A reducao de 40% da agua disponivel resultou em pequenas variagdes no W, (variagdo
maxima média de -0,2 MPa entre os tratamentos controle e déficit). Dessa forma, foi possivel
a manutencdo do crescimento, ainda que reduzido, das plantas sob déficit hidrico. Todos os
clones na condic¢do de seca apresentaram redu¢do na AL de cerca de 50 cm e redugdo entre 7 e
20% do NR. Quanto ao D, na condi¢ao de seca foi observada redugdo somente no CT enquanto
o CT2 apresentou o menor D em ambas as condi¢gdes de crescimento (Tabela 1).

Todos os clones apresentaram 4, g5 € concentracao interna de CO; (C) semelhantes na
condicdo controle (Figura 1). Com relagdo as quedas das trocas gasosas sob seca, todos os
clones apresentaram redugdes em gs e Cj, embora apenas o CT tenha reduzido a 4. O CT
também apresentou reducdo de A4, gs e Ci em relacdo ao CT2 e CI, ndo diferindo do CS. Quanto
aos valores de £ na condi¢ao controle, s6 observamos diferengas entre o CT ¢ CS, tendo o CT
apresentado valores inferiores.

No déficit hidrico, o CT2 ndo apresentou redu¢do de £ em relagdo ao controle, sendo
que o CT apresentou taxa transpiratdria inferior ao CT2 e o CI, que nao diferiram do clone CS
(Figura 1). A eficiéncia intrinseca do uso da agua (A4/gs) de todos os clones sob déficit hidrico
aumentou em relagdo a condi¢do controle, sendo que o CT e o CS apresentaram os maiores
valores. Com relagdo ao Vemax, houve aumento em CT2, CI e CS quando submetidos ao déficit
hidrico. Entretanto, ndo houve diferencas em Vemax quando comparando os clones dentro de
uma mesma condicao hidrica. Nao foram observadas quaisquer variagdes nos valores de Kroina
entre tratamentos ou clones.

Sob déficit hidrico, o CT2 apresentou aumento AF em relagdo a condi¢do controle; nos

demais clones, a AF ndo diferiu entre controle e seca (Tabela 2). Em relacao a AFE, ndo foi
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encontrada diferenca significativa em resposta a seca tendo sido encontradas apenas algumas
diferengas entre clones quando comparados na mesma condi¢do hidrica. Similar a AFE, as
densidades estomaticas abaxial (DEap), adaxial (DEaq) € total (DET) também nao diferiram
entre as condic¢oes de irrigacao. Apenas CT e CT2 apresentaram estdomatos na face adaxial.

O CT foi o tinico a apresentar redug¢ao da DV sob déficit hidrico (Tabela 2). Na condi¢do
controle, os CT e CT2 apresentaram maiores valores de DV que o CS, enquanto sob déficit
hidrico foram encontradas diferencas apenas entre o CT2 e o CS. Sob déficit hidrico, houve
aumento nos valores de ELF para os CT2 e CS. Nao foram encontradas diferencas na razao
entre a espessura do parénquima pali¢adico e a espessura do parénquima lacunoso (EPP/EPPL)
entre os clones ou em resposta ao déficit hidrico.

A nervura central e peciolo diferiram principalmente quanto ao nimero de vasos (NV)
e distribui¢do de didmetro hidraulicos (Dh) (Figura 2 e 4). O NV na nervura central variou entre
120 a 329, ao passo que no peciolo, o NV variou entre 305 a 622. A distribui¢do de vasos
apresentou grande sobreposi¢cao de Dh entre a nervura central e peciolo (Figura 3 e 5), mas em
média o peciolo apresentou maior Dh. As alteracdes mais consistentes em resposta ao déficit
hidrico foram as redugdes no Dhsperry € Dhmaximo que ocorreram em todos os clones e na nervura
central e peciolo. No entanto, as alteragdes no didmetro hidraulico na nervura central reduziram
o K¢ apenas no CT; por outro lado, no peciolo, todos os clones tiveram o K reduzido em resposta
ao déficit hidrico. Na nervura central, o déficit hidrico reduziu a frequéncia de condutos na faixa
de 20-25 um em todos os clones; no peciolo, com excecao do CS, essa redugdo ocorreu na faixa
de 25-30 um. Nao foi possivel associar as diferencas encontradas entre os clones com o seu
presumido grau de tolerdncia a seca; mas, notoriamente, os menores valores de diametro
hidraulico e K; foram apresentados pelo CS tanto no peciolo quanto na nervura central.

No geral, a PF das varidveis medidas foi considerada baixa, com poucos valores de PF
superiores a 0,5 [os valores variam de 0 (sem plasticidade) a 1 (plasticidade maxima)], como gs
e A/gs (Tabela 3). As caracteristicas mais plasticas foram as fisiologicas e aquelas relacionadas
a anatomia das nervuras e do peciolo. As variaveis relacionadas a morfologia foliar e anatomia
do mesofilo apresentaram os menores valores de PF. O CT e o CS apresentaram indices de PF
semelhantes, como fica evidente pelas médias de ambos os clones dentro de cada um dos grupos
de variaveis, excluindo alguma associacdo entre a PF e o grau de tolerancia a seca.

Todos os clones independentemente de estarem na condicdo controle ou sob déficit

hidrico apresentaram valores semelhantes de Wy na antemanha durante os dois primeiros dias

de suspensdo da irrigacao (Figura 6). As plantas sob déficit hidrico, foram atingindo Wy cada
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vez menores em ambos os horarios devido a redu¢@o na disponibilidade hidrica dos vasos. Aos
oito dias de suspensdo de irrigacdo, os CT2, CI e CS atingiram o W, responsavel pela perda de
88% da condutividade hidraulica do xilema das folhas (Pgg). Paralelamente, o CT atingiu Pso.
Todos os clones apresentaram mortalidade de folhas em diferentes partes de sua copa.
Entretanto as folhas que permaneceram vivas de todos os clones apresentaram ¥y, semelhante
ao do controle um dia apds a reidratagao tanto na antemanha quanto ao meio dia (Figura 6). As
plantas que apresentaram ¥y, maiores do que -0,5 MPa na antemanha conseguiram manter
valores variaveis de transpiragdes até atingirem -2,2 MPa ao meio dia, tendo sua transpiracao
fortemente limitadas a partir deste potencial (Figura 7).

Um més apods a reidratacdo das plantas e sua manutengdo em condigdo de boa
disponibilidade hidrica, observamos que ocorreu mortalidade de folhas em diferentes partes de
suas copas. Os CT e CT2 protegeram suas zonas de crescimento, tanto do apice caulinar quanto
dos ramos, apresentando mortalidade de folhas apenas nas partes baixeiras constituidas de
folhas velhas. Ja o CI apresentou mortalidade de folhas do meio até a base da planta, perdendo
metade de sua area foliar responsavel pela manutencdo de 4. Por fim, o clone S apresentou
morte indiscriminada de folhas distribuidas em todas as partes da planta, inclusive do apice

caulinar (Figura 8).

4. DISCUSSAO

Embora o déficit hidrico imposto as plantas foi considerado leve em termos de tensao
no xilema, ainda foi de magnitude suficiente para acarretar reducdes em gs € na taxa de
crescimento das plantas (altura e nimero de ramos das plantas). No entanto, nao foi possivel
replicar o ranking de tolerancia a seca que foi obtido a partir de eventos de mortalidade no
campo. Em plantas jovens, a eficicia de dados de crescimento com finalidade de discriminagao
de materiais contrastantes ¢ dependente da manifestacdo da tolerancia ainda neste estagio
(Thomas e Winner, 2002). Embora Corréa ef al., (2017) terem encontrado correlagdo positiva
entre tolerdncia a seca em plantas jovens e adultas de eucalipto usando parametros de
crescimento, tal observacdo nao se repetiu nas condi¢des do nosso experimento.

As primeiras alteragdes fisiologicas observadas em todos os clones apos restrigdo
hidrica, foram relacionadas as trocas gasosas: plantas sob déficit apresentaram menores gs,

porém sem alteracdes em A, resultando em maior A/gs, caracteristica de importancia crucial

para a produgdo das plantas sob seca. No entanto, ndo houve diferengas quanto a A/gs entre os
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clones tolerante e sensivel, sugerindo que o mecanismo de tolerancia apresentado pelos CT e
CT2 ndo envolvam mudancas nesta caracteristica. A tolerancia destes materiais talvez possa ser
explicada por caracteristicas que promovam a maxima absor¢do de umidade do solo para
transpiracao, permitindo que estas plantas tenham suprimento de dgua por mais tempo (Blum
2009). Com relacdo a 4, a sua manutengdo em folhas de plantas cultivadas sob déficit hidrico,
concomitantemente com menores valores de Ci, sugere que houve ajustes na maquinaria
fotossintética, como pode ser evidenciado pelos maiores valores de Vemax apresentados pelos
CT2, CI e CS. No entanto, o CT apresentou comportamento semelhante ao observado em
trabalho avaliando plantas de eucalipto de diferentes origens climaticas, em que ndo foram
observadas alteracdes em Vemax entre plantas irrigadas e sob déficit hidrico (Cano et al., 2014).
Por outro lado, os mesmos autores observaram que a condutancia mesofilica (g,) variou entre
as duas espécies de eucalipto, e que o aumento de g, sob déficit hidrico contribuiu para uma
maior 4/g;.

Com relagdo a distribuicdo dos estomatos nas folhas, observamos que os CT e CT2
apresentaram estOmatos em ambas as faces, o que tem relagdo com a presenca de E.
camaldulensis (uma espécie encontrada em zonas aridas) como um de seus parentais. Essa
caracteristica ¢ fortemente associada a ambientes com alta irradiancia e/ou periodo seco (Wood,
1934; Jordan et al., 2014; Muir 2015; de Boer et al., 2016). A anfiestomatia ¢ observada em
varias espécies de culturas domesticadas historicamente sob sele¢do para maiores 4 e A/gs
(Milla et al., 2013, Fanourakis et al., 2015). Além disso, ela eleva a eficiéncia de investimento
em tecidos vasculares devido a capacidade destes de fornecer agua simultaneamente para ambas
as superficies foliares (Brodribb et al., 2013, Buckley et al., 2015). Em trabalho com E.
globulus, Richardson et al., (2017) encontraram pronunciado isolamento hidraulico entre
superficies de folhas anfiestomaticas e isobilaterais que permitiu respostas independentes dos
estomatos das diferentes faces. Essa independéncia das respostas ¢ importante por permitir que
os estomatos respondam especificamente as condi¢des ambientes atuantes em cada superficie,
otimizando a eficiéncia do uso da 4gua em nivel de folha inteira.

Ao observar a distribuicao dos condutos do xilema por classes de didametro, percebe-se
que todos os clones tenderam a aumentar a proporcao de vasos com menor diametro. A reducgao
no didmetro dos vasos geralmente ¢ associada com a maior resisténcia do xilema contra eventos
de embolismo (Blackman et al., 2010, Brodribb et al., 2016b) e, portanto, a sua ocorréncia pode
ser associada com a tolerancia a seca. No entanto, a correlagdo entre o diametro dos condutos

do xilema da nervura e a vulnerabilidade hidraulica do xilema nao ¢ sempre encontrada, uma
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vez que as espécies podem obter maior resisténcia ao declinio hidraulico através de outros
mecanismos, como alteracdes nas propriedades das membranas de pontoacdao (Scoffoni e
Sack., 2017). Inclusive alguns estudos mostram que espécies com vasos mais estreitos exibem
maior amplitude de Pso do que espécies com alta condutividade e vasos mais largos (Gleason
et al., 2016; Hacke et al., 2016). No entanto, redu¢des no didmetro dos condutos do xilema
levam a condutividades hidraulicas consideravelmente menores (Zwieniecki et al., 2001), o que
pode resultar em condutancias menores em nivel de o6rgdos e planta inteira. Contudo, neste
trabalho, observamos que embora as folhas formadas sob déficit tenham apresentado vasos com
menor calibre, o Krona ndo foi alterado.

Em adicdo, sob déficit hidrico, o CT apresentou paredes celulares mais espessas nos
condutos do xilema da nervura central da folha e, portanto maior (t/b)*. Possibilitando assim,
em teoria, que este resista a maiores pressoes negativas antes de colabar e se tornar nao condutor
durante o estresse hidrico, devido a sua menor vulnerabilidade a cavitacao (Blackman et al.,
2010). Aumento na espessura de paredes celulares de elementos de vaso ¢ uma adaptagdo
comum sobre limitacao hidrica (Rodriguez-Zaccaro e Groover, 2019), acabando por aumentar
sua tolerancia a eventos de seca.

A maior plasticidade encontrada nas caracteristicas fisioldgicas ¢ um resultado
esperado, ja que essas caracteristicas sdo as primeiras a serem alteradas no inicio da restri¢ao
hidrica. Por outro lado, a menor plasticidade observada nas caracteristicas morfoldgicas e da
anatomia do mesofilo foliar, quando comparada aos valores das caracteristicas do xilema,
demonstram que a planta direcionou maiores investimentos para priorizar o aumento da
seguranc¢a hidraulica do sistema vascular a curto prazo, reduzindo o risco de eventos de
cavitagdo no tecido condutor (Poorter et al., 2009). Uma maior PF geralmente ¢ encontrada em
plantas sujeitas a maior frequéncia de perturbagdes (Pritzkow et al., 2019), por permitir a
aclimatagdo as novas condi¢des em um curto periodo de tempo. Os CT e CS apresentaram
valores semelhantes de PF para varias caracteristicas, porém, o CT se sobressaiu aos demais
nos indices de plasticidade responsaveis pela promog¢do de maior reforco do xilema como o
(t/b)? e reducao do fluxo de agua na folha, como menores valores de K, Kfoma, DEar € DV, de
maneira coordenada. Em todo caso, os resultados aqui apresentados diferem daqueles de
Pritzkow et al., (2019) que sugerem que as plasticidades morfologica e fisiologica
compensariam o forte controle genético sobre caracteristicas associadas a seguranca hidraulica.
Nos hibridos deste estudo, a maior PF se manifestou justamente nos componentes anatdomicos

do sistema vascular, indicando que o controle genético sobre a PF pode diferir em nivel
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intraespecifico em eucalipto. Outro ponto importante ¢ que a PF ndo parece ser intrinsicamente
associada a tolerancia, ja que genotipos contrastantes apresentaram valores semelhantes de PF;
da mesma forma, parece nao ser dependente do material genético, ja que os clones CT e CT2
sao hibridos da mesmas espécies, e, entretanto, divergiram nos indices de PF em algumas
caracteristicas.

O comportamento do Wy de todas as plantas sob déficit hidrico foi semelhante. Ao final
do experimento, os clones CT2, CI e CS atingiram potenciais referentes ao Pgs, enquanto o CT
chegou ao Pso, o que foi responsavel pela mortalidade foliar diferencial nestas plantas,
demonstrando que os valores de Pso e Psg obtidos em laboratério sdo indicadores confidveis da
ocorréncia de dano em plantas inteiras. O embolismo do xilema das folhas ¢ um fator
determinante da mortalidade foliar durante eventos de seca (Cardoso et al., 2020). Inclusive, a
heterogeneidade na mortalidade foliar induzida pela seca parece ser causada pela alta
variabilidade em Pso entre folhas no dossel, o que aliviaria as variagdes de W, evitando assim
a mortalidade do individuo durante uma seca prolongada (Cardoso ef al., 2020). Outra possivel
explicacdo pode ser o estresse oxidativo, ja que durante o déficit hidrico o influxo de CO;
diminui devido a redugdo da gs (Tourneux e Peltier 1995). Como consequéncia, uma fragdo da
energia luminosa interceptada pelos fotossistemas ndo ¢ usada pela fotossintese (Comic e
Briantais 1991), podendo reagir com o oxigénio e formar superoxido, altamente toxico para
lipidios e proteinas. Em alguns casos pode ocorrer a senescéncia foliar (Tardieu 1996) quando
a capacidade de dissipar o excesso de energia e atividade das enzimas antioxidantes presentes
nestes tecidos ndo sdo eficientes o suficiente para eliminar estes superoxidos (Hormann et al.,
1993). A maior propor¢ao de folhas mortas ao longo da copa do CS, incluindo o dpice caulinar,
pode gerar grandes prejuizos para este material apos o periodo de estresse. Isso ocorre porque
a area fotossinteticamente ativa ¢ reduzida drasticamente, além da perda do &pice caulinar
reduzir a dominancia apical, fazendo com que a planta deixe de crescer retilineamente e perca
valor comercial. Enquanto isso, os demais clones apresentaram mortalidade foliar em partes
baixeiras que normalmente sdo constituidas por folhas mais velhas e com menores taxas
metabolicas. Embora seja desconhecido o motivo da variagdo no padrao de mortalidade foliar
ao longo da copa entre os diferentes clones, ¢ possivel inferir que o padrao de mortalidade
associado ao CS resultaria em maior dificuldade para as plantas retomarem seu crescimento
apo6s o periodo de seca.

Ainda durante a suspensdo da irrigagao, as plantas que apresentavam ¥y menores que -

0,5 e -2,2 MPa na antemanha e ao meio dia, respectivamente, tiveram suas taxas transpiratorias
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fortemente reduzidas (Figura 7). Isto pode ser explicado devido aos ¥y do meio dia serem
préximos aos valores do Wepr (apresentados no capitulo 1). O ponto de perda de turgor coincide
fortemente com o Ww no qual ocorre a producao de ABA foliar resultando no fechamento
estomatico (Pierce e Raschke 1980; McAdam e Brodribb, 2016). Apos dois dias de reidratagao,
o Wy das folhas sadias das plantas com a irrigacao suspensa foram capazes de retornar a valores
semelhantes aos do controle, como também foi observado por Warren et al., (2012) em déficit
hidrico severo para duas espécies de eucalipto. A persisténcia das folhas mais resistentes no
dossel, embora com alguma redug¢do de sua fun¢ao hidraulica devido a embolia, garantem certa
atividade fotossintética e, ao término da seca, facilitam o restabelecimento de um novo dossel
(Cardoso et al., 2020).

O cultivo dos diferentes clones sob reducdo de 40% da agua disponivel foi suficiente
para induzir mudancas morfologicas, anatdmicas e fisioldgicas nas folhas das plantas. No
entanto, todos os clones responderam ao crescimento sob déficit de forma semelhante, ndo
sendo possivel, observar caracteristicas de folhas individuais por trds da tolerancia a seca
diferencial entre eles. Por outro lado, apds a suspensao da irrigacdo e posterior reidratagdo, foi
possivel observar variagdes muito grandes no padrdo de mortalidade foliar dentro da copa
destas plantas, tendo as plantas tolerantes perdido apenas folhas mais velhas e protegido suas

zonas de crescimento, facilitando o reestabelecimento de um novo dossel apds eventos de seca.
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6. TABELAS

Tabela 1. Altura, didmetro e nimero de ramos de quatro clones de eucalipto com tolerancias contrastantes a seca (CT — tolerante; CT2 — tolerante
2; CI — intermediario; CS — sensivel) cultivados em condi¢do hidrica controle (100% da capacidade de campo) e em redugdo de 40% da
disponibilidade de 4gua (60% da capacidade de campo). Letra maiusculas: diferenga significativa entre controle e déficit hidrico dentro do mesmo
clone. Letra minuscula: diferenca significativa entre clones sob a mesma condi¢ao hidrica. Média + EP; n = 5.

CT CT2 CI CS
Controle Déficit Controle Déficit Controle Déficit Controle Déficit
Altura (cm) 256 £8.7 Aa 206+ 13.3 Ba 251+7.3 Aa 195 £ 5.8 Ba 239+£409 Aa 202 +£7.9 Ba 258 £10.3 Aa 198 £ 8.3 Ba
Didametro (mm) 25+0.4 Aa 21+0.7Ba 15+ 1.6 Ab 15+ 1.6 Ab 23+0.5 Aa 22+0.5 Aa 22+0.6 Aa 20+ 0.5 Ba

Numero de ramos 45+1.2 Aa 37+1.9Ba 34+39 Aa 27+0.6 Ba 31+0.7 Aa 29+ 1.3 Ba 48 £1.9 Aa 42+ 1.5Ba
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Tabela 2. Area foliar unitaria (AF), area foliar especifica (AFE), densidade estomatica da face abaxial (DEab), densidade estomatica da face adaxial
(DEAag), densidade estomatica total (DET), densidade de venagao (DV), espessura do limbo foliar (ELF) e razdo entre o parénquima pali¢adico e o
parénquima lacunoso de quatro clones de eucalipto com tolerancias contrastantes a seca (CT — tolerante; CT2 — tolerante 2; CI — intermediario; CS
— sensivel) cultivados em condicao hidrica controle (100% da capacidade de campo) e em reducdo de 40% da disponibilidade de agua (60% da
capacidade de campo). Letra maitsculas: diferenca significativa entre controle e déficit hidrico dentro do mesmo clone. Letra mintscula: diferenga
significativa entre clones sob a mesma condi¢ao hidrica. Média + EP; n = 5.

CT CT2 CI CS
Controle Déficit Controle Déficit Controle Déficit Controle Déficit
AF (cm?) 46.5+0.6 Aa 50.1£0.6 Ab  48.86+2.29 Ba 555+189Aa 38.5+045Ab 40.72+0.42Ac 30.7+137Ac 340+1.23Ad
AFE (cm? g) 217.9+2 Aab  210.8+£2 Aab 210.0+5 Ab 192.0+£3 Ab 236.0+3 Aa 2259+3 Aa 203.3+5 Ab 211.7+6 Aab
DEab (ne mm?) 4463+ 19 Ac  401.0+£13 Ac 503.6+ 7 Ab 5329+ 28 Ab 6059+ 8 Aa 587.9+26 Aa 4253 +£25Ac 432.3+19 Ac
DEag (ne mm?) 80.8+81Ab  89.1+9.17Ab 1593+5.18Aa 171.0£17.27 Aa
DET (ne mm?) 5271+ 18 Ab  490.0+ 17 Ac 662.9+ 11 Aa 703.9 + 44 Aa 6059+ 8 Aa 587.9+26 Ab 4253 +25Ac  4323+19 Ac
DV (mm mm?) 124+ 0.6 Aa 10.4+£0.5Bab 120+ 1.3 Aa 11.6+1.3 Aa 10.7+03 Aab 10.2+0.34 Aab 9.3+0.3 Ab 8.7+0.4 Ab
ELF (um) 216.3+33 Aab 214.8+5.6 Ab 210.1+10.3Bab 2353+9.0Aa 221.8+4.8Aa 219.6+7.2Aab 2003+34Bb 222.0+6.1 Aab
EPP/EPL 045+00Aa 044+0.03Aa 0.59+0.03 Aa 0.66£0.06 Aa 0.49+0.05Aa 044+0.03Aa 044+0.04Aa 048=+0.02Aa
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Tabela 3. Plasticidade fenotipica da taxa fotossintética liquida (4), condutancia estomaética (gs),
concentracdo intercelular de CO» (C), eficiéncia intrinseca do uso da agua (A4/gs), condutancia
hidraulica foliar (Kfoma), velocidade maxima de carboxilagdo da Rubisco (Vemax;) area foliar
unitaria (AF), area foliar especifica (AFE), espessura do limbo foliar (ELF), razdo entre o
parénquima plai¢adico e o parénquima lacunoso (PP/PL), densidade estomatica da face abaxial
(DEab), densidade estomatica da face adaxial (DEad), densidade estomatica total (DEr),
densidade de venacao (DV), numero de vasos do xilema (NV), condutancia hidraulica tedrica
(K¢), didmetro hidraulico de Sperry (Dhspery), didmetro hidraulico méaximo (Dhmaximo),
diametro hidraulico médio (Dhwmedio) € razdes entre a espessura da parede celular (t) e o didmetro
do limen (b) das veias xilematicas do peciolo ((t/b)*) de quatro clones de eucalipto com
tolerancias contrastantes a seca (CT — tolerante; CT2 — tolerante 2; CI — intermediario; CS —
sensivel) cultivados em condicdo hidrica controle (100% da capacidade de campo) e em
reducdo de 40% da disponibilidade de 4gua (60% da capacidade de campo).

Variaveis CT CT2 Cl CS
A 0,171 0,074 0,090 0,056
2 0,510 0,355 0,342 0,515
G 0,220 0,156 0,135 0,232
Trocas gasosas Algs 0,413 0,447 0,369 0,571
Kiotna 0,180 0,045 0,019 0,024
Vemax 0,0829 0,210 0,208 0,263
Média 0,263 0,215 0,194 0,277
Caracteristicas AF 0,073 0,120 0,056 0,099
morfolégicas AFE 0,032 0,086 0,043 0,040
Média 0,053 0,103 0,050 0,070
ELF 0,007 0,107 0,010 0,097
PP/PL 0,018 0,112 0,107 0,075
DEab 0,102 0,055 0,030 0,016
Anatomia do
mesofilo foliar DEaq 0,093 0,068 } )
DEr 0,070 0,058 0,030 0,016
DV 0,161 0,038 0,044 0,063
Média 0,075 0.073 0,044 0,053
NV 0,241 0,452 0,103 0,265
Kt 0,434 0,059 0,199 0,377
Dhsperry 0,169 0,104 0,111 0,186
Anatomia da
nervura central Dhwiximo 0,192 0,091 0,125 0,145
Dhmedio 0,192 0,172 0,069 0,213
(t/by’ 0,519 0,041 0,217 0,042
Média 0,291 0,153 0,137 0,205
NV 0,223 0,257 0,088 0,349
Kt 0,412 0,296 0,344 0,222
Anatomia do Dhsperry 0,198 0,110 0,122 0,152
peciolo Dhiéximo 0,151 0,091 0,120 0,150
Dhwedio 0,148 0,119 0,117 0,201
(t/by? 0,299 0,281 0,082 0,250

Média 0,239 0,192 0,146 0,221
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7. LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura. 1. Taxa fotossintética liquida (A4), condutidncia estomadtica (gs), concentragdo
intercelular de CO2 (Cj), velocidade maxima de carboxila¢do (Vemax), eficiéncia intrinseca do
uso da agua (A4/gs) e condutancia hidraulica foliar (Kfina) de quatro clones de eucalipto com
tolerancias contrastantes a seca (CT — tolerante; CT2 — tolerante 2; CI — intermediario; CS —
sensivel) cultivados em condi¢do hidrica controle e déficit. Letra maitsculas: diferenca
significativa entre controle e déficit dentro do mesmo clone. Letra minascula: diferenca
significativa entre clones sob a mesma condig¢ao hidrica. Média + EP; n=5.

Figura 2. Condutancia hidraulica teorica da nervura central (K¢), nimero de elementos de vaso
(NV), diametro hidraulico médio (Dhmedgio), didmetro hidraulico méximo (Dhmaximo), didmetro
hidraulico de Sperry (Dhsperry) € razdes entre a espessura da parede celular (t) e o didmetro do
lamen (b) das veias xilematicas da nervura central [(t/b)*] de quatro clones de eucalipto com
tolerancias contrastantes a seca (CT — tolerante; CT2 — tolerante 2; CI — intermediario; CS —
sensivel) cultivados em condi¢do hidrica controle e déficit. Letra maiusculas: diferenca
significativa entre controle e déficit dentro do mesmo clone. Letra minuscula: diferenca
significativa entre clones sob a mesma condicdo hidrica. Média + EP; n=5.

Figura 3. Frequéncia de distribuicdo de didmetros hidraulicos de vasos do xilema da nervura
central em quatro clones de eucalipto com tolerancias contrastantes a seca (CT — tolerante; CT2
— tolerante 2; CI — intermediario; CS — sensivel) cultivados em condi¢ao hidrica controle ¢
déficit. Média = EP; n=5. *: Diferenca significativa entre tratamentos pelo teste 7.

Figura 4. Condutancia hidraulica teérica do peciolo (K¢), nimero de elementos de vaso (NV),
diametro hidraulico médio (Dhmedio), didmetro hidraulico maximo (Dhmaximo), didmetro
hidraulico de Sperry (Dhsperry) € razdes entre a espessura da parede celular (t) e o didmetro do
lamen (b) das veias xilematicas do peciolo [(t/b)’] de quatro clones de eucalipto com tolerancias
contrastantes a seca (CT — tolerante; CT2 — tolerante 2; CI — intermediario; CS — sensivel)
cultivados em condicao hidrica controle e déficit. Letra maiusculas: diferenca significativa entre
controle e déficit dentro do mesmo clone. Letra minascula: diferenca significativa entre clones
sob a mesma condic¢ao hidrica. Média = EP; n=5.

Figura 5. Frequéncia de distribui¢ao de didmetros hidraulicos de vasos do xilema do peciolo
em quatro clones de eucalipto com tolerancias contrastantes a seca (CT — tolerante; CT2 —
tolerante 2; CI — intermediario; CS — sensivel) cultivados em condicao hidrica controle e déficit.
Meédia + EP; n=5. *: Diferencga significativa entre tratamentos pelo teste ¢.

Figura 6. Potencial hidrico (Ww) na antemanhd e ao meio-dia em funcdo dos dias apos
suspencao da irrigacdo em quatro clones de eucalipto com tolerancias contrastantes a seca (CT
—tolerante; CT2 —tolerante 2; CI — intermediario; CS — sensivel) cultivados em condicao hidrica
controle e déficit. Area branca: periodo de déficit hidrico; area cinza: periodo de reidratagéo.
Linha pontilhada em azul: Pso. Linha pontilhada em vermelho: Pgs. Barras representam o EP.

Figura 7. Transpiracdo em funcao do potencial hidrico (Ww) na antemanha e ao meio-dia
durante trés dias. A linha vermelha indica o Wy de transicdo em que a transpiragdo das plantas
¢ fortemente reduzida.
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Figura 8. Imagens de quatro clones de eucalipto com tolerancias contrastantes a seca (CT —
tolerante; CT2 — tolerante 2; CI — intermediario; CS — sensivel) cultivados sob déficit hidrico e
posterior suspensdo de irrigacdo por um periodo de oito dias e posterior reidratagdo e
manutengao em condi¢ao controle por um més.
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