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RESUMO

BARROS FILHO, Nairam Félix de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2014. Discriminagao isotépica do**C e nutricdo com célcio e boro em clones de
eucalipto submetidos ao défice hidricoOrientador: Julio César Lima Neves. Co-
orientador: Ivo Ribeiro da Silva.

A expansdao da cultura do eucalipto no Brasil tem ocorrido principalmente em &reas de
cerrado, que possuem solos de baixa fertilidade e apresentam déficit hidrico prolongado.
Os principais sintomas normalmente observados sdo a seca dos ponteiros, decorrente da
deficiéncia de boro (B), seguida do lancamento de brotac&o lateral, e, ou, dessecacao de
folhas, da base para o &pice das arvores, comprometendo o crescimento e a
sobrevivéncia. O emprego de clones mais tolerantes a seca e de fertilizantes minerais
tem sido a estratégia comumente utilizada pelas empresas florestais na tentativa de
minimizar os riscos de perdas e aumentar a produtividade florestal. A selecédo de
genotipos € um processo demorado e muitas das vezes ndo define os mecanismos
responsaveis pela tolerancia. A discriminacao isotépi¢aCde\) ou sua relagdo com a
sobrevivéncia e crescimento das plantas tem sido sugerida como uma alternativa de
selecao de gendtipos tolerantes a seca. Estudos recentes tém mostrado a importancia do
B e do Ca na tolerdncia a diversos tipos de estresse, incluindo o hidrico.
Esclarecimentos sobre o papel desses dois nutrientes na tolerancia ao estresse hidrico e
o desenvolvimento de métodos que permitam a selecdo mais rapida e segura de
materiais genéticos de eucalipto quanto a exigéncia hidrica sdo necessérios. Desta
forma, neste trabalho objetivou-se: 1 - Estabelecer relacdes ehtrgohrevivéncia e
crescimento de clones de eucalipto e precipitacdo pluviométrica na regido norte de
Minas Gerais, para identificar gendtipos melhor adaptados a condicdes de baixa
disponibilidade de agua; 2 - Verificar a influéncia do Ca e do B na tolerancia ds clon

de eucalipto a deficiéncia hidrica, a partir dos parametros fisiologicos, juntamente com a
eficiéncia nutricional e de crescimento. Em campo, arvores de seis clones (i144, i224,
063, 1182, 2486 e 3216), foram mensuradas e amostras de folhas e de lenho do tronco
coletadagara a determinagéo da A. Foram medidos anualmente o didmetro e altura e, a

partir do quinto ano, o percentual de arvores afetadas (PAA) por estresse hidrico. Os
iX



resultados mostram correlacdo positiva entre crescimento e precipitacdo e &nrtre
crescimento, exceto para um dos clones. Apesar de ser constatada correlacdo negativa
entre A ¢ PAA, a utilizagcdo deste primeiro como ferramenta de selecéo precisa ser mais
bem entendida. Em casa de vegetacao dois ¢lomesensivel (i042) e outro tolerante a
restricdo hidrica (i144), foram cultivados em solucdo de Clark modificada até
completarem 14 dias. ApoOs esse periodo, as mudas foram submetidas aos tratamentos
empresenca ou auséncia de Ca e, ou, B até completarem 14 dias. Aproximados 30 dias,
foi imposta restricdo hidrica gradativa com PEG (Polietileno glicol) 6000, em 50 % dos
vasos, reduzindo o potencial hidrico de -0,16 a -1,00 MPa (-0,16, -0,65 e -1,0(aMPa),
cada sete dias. Na ocasido da aplicacdo de PEG foram determinadas matéria seca e
trocas gasosas das plantas. Foram observadas diferencas entre os dois clones estudado
em matéria seca total e trocas gasosas, sendo estas diferencas dependentes do estress
hidrico e da nutricdo de Ca e B. No clone sensivel, 0 B se mostrou mais importante na
mitigacdo do estresse hidrico, ao passo que no clone tolerante o Ca foi relativamente
mais importante que o B, 0 que pode estar ligado ao papel do Ca na atividade de

enzimas relacionadas ao estresse oxidativo.



ABSTRACT

BARROS FILHO, Nairam H& de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March,
2014. Isotopic discrimination of *C and calcium and boron nutrition of eucalypt
clones under water deficit.Adviser: Jlio Cesar Lima Neves. Co-adviser: Ivo Ribeiro
da Silva.

The expansion of eucalyptus plantations in Brazil have occurred mntairdyeas of
savanna, where soils have low fertility and climate is characterized by long dry seasons.
The main symptoms observed are usually tip die Jbaska result of B deficiency,
followed by sprouting and/or desiccation of leaves from the base toplw the trees,
impairing growth and survival. The use of drought tolerant clones and mineral fertilizers
has been the strategy used by forest compases attempt to minimize the risk of
losses and to increase forest productivity. The selection of genotypes is a slow process
and often does not define the mechanisms responsible for tolerance to droudf& The
isotope discriminationX) and its relation to the survival and growth of plants have been
suggested as an alternative method to select drought tolerant genotypes. Recent studies
have shown the importance of B and Ca in tolerance to different types of stress,
including water. Explanations of the function of these two nutrients in water stress
tolerance and the development of methods that allow faster and safer selection of
eucalypt genetic material to water requirement are needed. Thus, this study aimed to
verify the influence of Ca and B tolerance of eucalypt clones to water stress, from the
physiological parameters, along with the nutritional efficiency and growth and to
establish relations betweéfC, survival and growth of eucalyptus clones and rainfall in

the northern region of Minas Gerais State, Brazil, to identify genotypes well adapted to
conditions of low water availability. In the countrysideees of 6 clones (i144, i224

063, 1182, 2486 and 3216) were measured and samples of leaves and bole wood
collected for the determination ¢fC isotope discriminationA). Tree diameter and
height were measured annually from the fifth year as well as the percentagetedaffe
trees (PAA) by water stress. The results showed a positive correlation between growth
and rainfall and betweeA and growth, except for one of the clones. Despite the

existence of a negative correlation betwaeand PAA, the use of to select eucalypt

Xi



for drought tolerance needs a better understanding. In the greenhouse two clones, a
susceptible (i1042) and a tolerant (i144) to water restriction were cultivated in a modified
Clark solution during 14 days. After this period, the seedlings were subjected to the
presence or absence of Ca and or B during 14 days. After the 30th day, gradual water
restriction was imposed with PEG 6000 50 % of plants, reducing the water potential
sequentially to -0.16, -0.65 and -1.00 MPa, in intervals of seven days. At the time of
application of PEG, dry matter and gas exchange of the plants were determined.
Differences were observed between the two clones in the total gas exchange and dry
matter, and these differences were dependent on water stress and Ca and B nutrition. In
the susceptible clone, B was more important in the mitigation of water stress while in
the tolerant clone Ca was relatively more important than B, which may be linked to the

function of Ca in thedivity of the oxidative stress enzymes.
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INTRODUCAO GERAL

O eucalipto € a principal esséncia florestal de cultivada no Brasil com fins
comerciais, cobrindo uma éarea de, aproximadamente, cinco milhdes de hectares. A
expansdo de seus plantios tem ocorrido principalmente para areas com restricoes
hidricas e solos de baixa fertilidade. A obtencdo de produtividades elevadas tem se
baseado na selecdo de materiais genéticos com maior tolerancia a periodos secos mais
prolongados e na adequada utilizacdo de corretivos e fertilizantes. Em regibes com
distribuicao irregular de chuvas, como é o caso do Norte de Minas Gerais, a combinacao
de materiais genéticos tolerantes a seca e a aplicagcdo de boro tem, dentro de certos
limites, se mostrado efetiva na mitigacdo dos efeitos da seca. O boro tem papel
importante na estabilidade da parede celular, dentre outras funcdes, e o suprimento em
épocas adequadas reduz a seca de ponteiros, sintoma tipico de sua deficiéncia em
regibes sujeitas a periodos secos mais prolongados. O calcio tem algumas funcdes
semelhantes ao boro e sua deficiéncia pode também causar a seca de ponteiros em
eucalipto. Métodos de selecéo precoce de gendtipos e o entendimento do papel do boro
e do calcio na mitigacdo dos efeitos da restricdo hidrica sdo aspectos fundamentais para
0 maior sucesso dos plantios de eucalipto em regides com restricdbes hidricas. O
procedimento silvicultural tradicional de teste e sele¢cdo de materiais genéticos consiste
em plantios no campo e o acompanhamento do desempenho dos gendtipos ao longo do
tempo. A irregularidade dos eventos climaticos, especialmente a distribuicdo das
chuvas, que tem se intensificado nos dltimos anos, fragiliza o procedimento usual de
escolha de gendtipos, visto que materiais selecionados no periodo de maior normalidade
climatica podem sucumbir quando eventos de seca mais prolongada acontecem.

Este trabalho teve como objetivo estabedewelacbes entre discriminacao
isotépica de carbonoAj, sobrevivéncia e crescimento de clones de eucalipto e
precipitacdo pluviométrica, na regido norte de Minas Gerais, para identificar genétipos
melhor adaptados a condi¢cdes de baixa disponibilidade deedggiabelecer relacdes
entre a A, sobrevivéncia e crescimento de clones de eucalipto e precipitacdo
pluviométrica na regido norte de Minas Gerais, para identificar genotipos melhor
adaptados a condi¢cdes de baixa disponibilidade de agua; e verificar a influéncia do Ca e
do B na tolerancia de clones de eucalipto a deficiéncia hidrica, a partir de parametros

fisiol6gicos, juntamente com a eficiéncia nutricional e de crescimento.



CAPITULO 1
Crescimento, sobrevivéncia e discriminagdo de carbono em clones de eucalipto

cultivados no Norte de Minas Gerais

RESUMO: Os plantios de eucalipto realizados no cerrado podem apresentar baixa
sobrevivéncia e crescimento em razdo da baixa fertilidade do solo e prolongados
periodos de déficit hidrico. O emprego de clones mais tolerantes a seca e de fertilizantes
minerais tem sido a estratégia utilizada pelas empresas florestais na tentativa de
minimizar os riscos de perdas e aumentar a produtividade florestal. A selecdo de
gendtipos tolerantes a seca € demorada e incerta, pois depende de eventos naturais de
seca,e ndo define os mecanismos responsaveis pela tolerancia. Por isso, métodos que
permitam a selecdo precoce e segura de materiais genéticos de eucalipto quanto a
exigéncia hidrica sdo necessarios. A discriminacdo isotopi¢ide) e sua relacdo

com a sobrevivéncia e crescimento das plantas tem sido sugerida como uma alternativa
de selecdo de genotipos toleranteseca. Assim, o objetivo deste trabalho foi
estabeleer relacdes entra A, sobrevivéncia e crescimento de clones de eucalipto e
precipitacdo pluviométrica, na regido norte de Minas Gerais, para identificar genétipos
melhor adaptados a condigdes de baixa disponibilidade de agua. Arvores de seis clones
(1144, 1224, 1063, 1182, 2486 e 3216) foram mensuradas e amostras de folhas e de lenho
do tronco coletadgsara a determinag¢do da A. Foram medidos anualmente o didmetro e

altura e, a partir do quinto ano, o percentual de arvores afetadas (PAA) por estresse
hidrico. Os resultados mostaen correlag@o positiva entre crescimento e precipitacdo e
entre A e crescimento, exceto para um dos clones. A correlagdo entre A ¢ PAA foi

negativa. A utiliza¢do da A por si sé como indicador da tolerancia ao estresse hidrico

pode conduzir a interpretacdes equivocadas, e sua relacdo com a tolerancia a seca por

clones de eucalipto precisa ser mais bem entendida.



CHAPTER 1
Growth, survival and carbon discrimination in eucalyptus clones cultivate in the

North of Minas Gerais State.

SUMMARY : The eucalyptus plantations conducted in the savanna may have low
survival and growth due to low soil fertility and long periods of drought. The use of
more drought tolerant clones and mineral fertilizers has been the strategy used by
forestry companies in an attempt to minimize the risk of losses amtremase forest
productivity. The selection of drought tolerant genotypes by traditional process is
lengthy and uncertain because it depends on natural drought events and does not define
the mechanisms responsible for tolerance. Therefore, methods that allow faster and
safer selection of genetic material regarding water requirement are neededCThe
isotope discrimination/X) and its relation to the survival and growth of plants has been
suggested as an alternative to select drought tolerant genotypes. The objective of this
study was to establish relationships betweensurvival and growth of eucalyptus
clones and rainfall in the northern region of Minas Gerais, to identify genotypes better
adapted to conditions of low water availability. Trees of six clones ( 1144, i224, i063
1182, 2486 and 3216), were measured and samples of leaves and wood of the trunk
collected for the determination of The diameter and height were measured annually
from the fifth year as well as the percentage of affected trees (PAA) by water stress. The
results showed a positive correlation between growth and rainfall and betwaedh
growth, except for one of the clones. The correlation betwesmd PAA was negative

The use of A alone as an indicator of water stress tolerance can lead to
misinterpretations, and their relation to drought tolerance in eucalyptus clones need to

be better understood.



1 INTRODUCAO

Os plantios de eucalipto no Brasil tém sido realizados, predominantemente, na
regido do cerrado. Em 2014,4rea de novos plantios cresceu 1,9 %, mantendo a
retomada de crescimento ap0s a crise econémica mundial em 2009 (ABRAF, 2012).
regido de cerrado caracterigapor solos de baixa fertilidade e prolongados periodos de
déficit hidrico. As atuais proje¢cdes de mudancas climaticas globais indicam que, assim
como a maioria das regifes do mundo, o Brasil também estara vulneravel aos efeitos
dessas mudancas (CCST e MOHC, 2011). Mudancas climéticas ao longo prazo tém
sido observadas em diversas regioes, onde secas mais longas e intensas tém ocorrido em
areas cada vez maiores desde a década de 1970, principalmente nas regides tropicais €
subtropicais (IPCC/ONU, 2007). Para a regiao Norte de Minas Gerais, especificamente
o municipio de Montes Claros, a ocorréncia de baixos indices pluviométricos tem sido
registrada desde 1938 nesta década foi constatada precipitacdo anual de apenas 171
mm (INMET, 2012; CODEVASF, 2012; DNOCS, 2012; ICA/UFMG, 2012). Ainda,
nos ultimos anos, pode-se observar maior frequéncia de indices pluviométricos abaixo
dos 800 mm anuais, valor distante dos aproximados 1000 mm considerados como média
anual na regido (Apéndice). Este comportamento tem sido previsto em modelagens
climéticas avancgadas, que fornecem estimativas precisas sobre alteracfes climéticas
futuras, indicando aumento das temperaturas e mudancgas no regime de chuvas global
(IPCC/ONU, 2007).

Assim, a selecdo de materiais genéticos adaptados é condi¢cdo preponderante para
o crescimento florestal e manutencao de altas produtividades, fato que representa uma
vantagem competitiva do Brasil em comparacao com outros paises.

O déficit hidrico é um dos principais limitantes a produtividade do eucalipto,
mesmo em areas consideradas favoraveis ao bom crescimento e desenvolvimento das
florestas (Honeysett et al., 1992). Além de reduzir a taxa de crescimento, a baixa
disponibilidade hidrica diminui a sobrevivéncia das &rvores resultando em menor
producao florestal (Chambers e Borralho, 1997). Em plantios no norte de Minas Gerais,
sujeitos a longos periodos de estiagem, obseseaue a sobrevivéncia de clones
comerciais aos sete anos foi drasticamente afetada, ocasionando variacbes de até 40%
no volume final de madeira ao se compamaclones sensiveis com clones tolerantes ao
déficit hidrico (Plantar Reflorestamentos, 2011).

Espécies lenhosas ou herbaceas adaptadas a condigcbes com limitacdo hidrica
exibem, geralmentaglta eficiéncia de utilizacdo de agua (EUA) sem penalizagies

sua taxa de crescimento (Saranga et al., 1998; Xu et al., 2000). Nessa condi¢do, ha
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genotipos que permitem abertura parcial dos estdématos, evitando perda excessiva de
dgua ao mesmo tempo em que mantem a concentracdo interna gdee, CO
consequentemente, a taxa fotossintética - mecanismo que confere maior eficiéncia de
utilizacdo de agua (EUA) (Condon et al., 2004). Assim, clones de eucalipto com maior
EUA apresentariam menor requerimento de agua por unidade de matéria seca
produzida. Contudo, em gendtipos nos quais a EUA é conseguida principalmente pela
baixa condutancia estomética, o potencial de fixacdo de po@e ser penalizago
afetando o crescimento (Farquhar et al, 1989; Gibson et al., 1994; Osoério e Pereira,
1994).

O processo tradicional para a selecdo de clones é demorado e incerto, pois
depende de eventos naturais de seca, e ndo define os mecanismos responsaveis pele
tolerancia. A falta de controle das variaveis ligadas ao clima pode fazer com que os
resultados ndo sejam consistentes. Assim, estudos visando a selecdo precoce de
materiais genéticos de eucalipto com base em indicadores mais estaveis sao de grande
relevancia.

A EUA é de dificil determinacdo em condicbes de campo tendo em vista sua
variacdo temporal e espacial, quando se consideram 0s varios compartimentos da
arvore. Por isso, tentativas de relaciona-la com a discriminacéo isotopi@(dé ou
de relacionann com produtividade em condi¢des de déficit hidrico tem sido realizadas
(Farquhar et al., 1989). Condon et al., (1987) observaram correlacdo positiva entre
produtividade e A para trigo cultivado por dois anos, com periodos de maior
pluviosidade que o habitual. Por outro lado, Hubakal., (1988) encontraram
correlagdo negativa entre matéria seca produzida ¢ A em cultivos de amendoim em
condicGes de campo. Da Matta et al., (2003), trabalhando com café conilon, observaram
qgue clones tolerantes apresentaram menor condutancia téstomamenor A,
concomitante & manutencdo de maior area foliar e do potencial hidrico da folha.
O estabelecimento dessas relagfies A é de grande importancia para o entendimento
da fotossintese e sua relacdo com o uso da agua em estudos ecoldgicos e fisiologicos de
espécies ¢ (Farquhar et al.,, 1989). No caso de espécies florestais, porcbes de
componentes permanentes, como a madeira, podem ser amostradas e analisadas quantc
aos is6topod’C e’*C e refletir um histérico de maior ou menor disponibilidade de agua
para crescimento. A relacdo entre a discriminacéo éfreom disponibilidade de
agua tem sido avaliada em véarios trabalhos com espécies florestais. Cullen et al., (2008)
encontraram correlagcdo positiva entreAaem discos de madeira de Callistris

columellaris e intensidade de chuvas na Australia. Osoério e Pereira (1994) verificaram
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que a eficiéncia de uso de agua por mudas clonais de eucalipto foi negativamente
correlacionada coma

Por conveniéncia numérica, Farquhar e Richards (1984) propuseram a utilizagédo
da discriminacao isotdpica como unidade ao inasothposicao ou razao isotopica de
13C em plantas. O valok d4 indicacdo direta da grandeza do fracionamento isotépico
entre o produto ou dreno (planta) e a fonte ou substra@yCatmosférico) (Trivelin,
2009).

O objetivo deste trabalho foi relacionar a discriminag&o isotépi¢dCde dados
de produtividade de clones de eucalipto com o grau de tolerancia ao estresse hidrico
para determinagendtipos melhor adaptados a condi¢cdes de baixa disponibilidade de

agua.

2 MATERIAL E METODOS

Os dados foram coletados em experimento conduzido para avaliar a sobrevivéncia
e o crescimento de clones de eucalipto em diferentes espagamentos, pela Plantar
Reflorestamentosgm Brasilia de Minas-MG. O municipio esta localizado na Regido
Norte do Estadoa 106 e 533 km dos municipios de Montes Claros e Belo Horizonte,
respectivamente. A altitude médidale aproximadamente 900 m e precipitagcdo pluvial
anual é de aproximadamente 1000 mm (Sistema de controle climatolégico

COPASA/MG, 2011), concentrados nos meses de novembro a marco (Quadro 1).

Quadro 1. Precipitacdo pluviah(m) do municipio de Brasilia de Min&d4G no periodo
de 2000 a 2010

ANO AN =Y, MAR  ABR MAI JUN 0L AGO T ouT  NOV DEZ TOTALANUAL
2000 123 54 205 0 0 0 0 2 26 43 253 1983 8%
2001 73 29 61 28 24 0 0 0 0 144 306 153 7 83
2002 290 215 70 16 0 0 1 0 % 10 176 234 7 1un
2003 137 18 166 7 10 0 0 7 27 15 3% 17 7 537
2004 9 148 169 %5 0 0 4 0 0 3 100 369 7 1021
2005 128 156 134 8 10 0 0 2 % 61 225 198 "~ o8
2006 13 % 390 56 0 0 0 5 50 108 281 193 7 1189
2007 130 213 37 2 2 0 0 0 0 19 78 87 " 609
2008 135 108 167 102 0 0 0 0 2 3 244 36 7 1176
2009 219 82 138 71 1 12 0 1 39 167 59 218 7 1076
2010 48 66 1% 125 # 0 0 0 5 103 223 300 7 1109

Fonte: Sstemade Controle dimatolégico COPASA/ MG



O solo é Latossolo Vermelho Amarelo, textura médiaelevo plano (Quadro 2).

Quadro 2. Caracteristicas quimicas e textural do solo na area de exmgeamdBitasilia
de Minas/MG

PRORUNDIDADE (0 a 20 am) PRORUNDIDADE (0 a 20 am)
mg.md 3 anolc.dm 3 dagkg™| HO dagkg™
P K Ca Mg H+Al M.O.S pH ARBATOTAL | SLTE | ARGILA
0,90 23,15 0,17 0,12 4,28 1,82 4,54 64,64 6,78 28,61
PROFUNDIDADE (20 240 am) PROFUNDIDADE (20 240 am)
mg.md 3 anolc.dm 3 dagkg™| HO dagkg ™
P K Ca Mg H+Al M.O.S pH ARBATOTAL | SLTE | ARGILA
0,73 17,85 0,14 0,11 3,72 1,61 4,58 63,44 7,03 29,56

Por ocasido da implantagdo do experimento, as atividades realizadas para
implantacdo e manutencdo foram: Combate a formigas, rocada mecanizada, aplicacao
1000 kg de calcario dolomitico em éarea total, gradagem para incorporacédo do calcario,
subsolagem a 50 cm de profundidade com fosfatagem em filete continuo utilizando 400
kg de fosfato natural reativo a 20 cm de profundidade, tratamento das mudas com
cupinicida e plantio manual, irrigacdo pos-plantio, adubacdo de plantio com 100
g/planta de NPK 06-30-06 e 1% de boro, cobre e zinco, adubacdo de manutencdo em
duas etapas (4 meses e 12 meses) utilizando 150 kg de KCI em cada etapa e adubacéo
de manutencdo com 27 g/planta de borogran 10% realizado em margo até o 3° ano apoés
implantag&o. Atividades como capinas e controle a formigas foram realizadas conforme
necessidade.

O experimento foi instalado em dezembro de 2003. Em 2007 ocorreu um longo
periodo de seca, com um volume de chuvas insignificante entre os meses de marco a
novembro. Nessa oportunidade foram observados fortes sintomas de estresse hidrico nas
arvores, havendo clara distingdo entre materiais genéticos mais sensiveis ou mais
tolerantes a restricdo hidrica. Os anos subsequentes mostraram que 0s clones
apresentavam diferentes graus de sensibilidade pela restricdo hidrica, com alguns
apresentando quase 100% de mortalidade.

O experimento envolveu cinco clones hibridos de Eucalyptus uroplylla (i144,
i224,1063, 1182, e 2486) e um clone hibrido de Eucalyptus grandis (3216) estabelecidos
no espacamento de 3 x 3 m (9 wor planta), em faixas. A escolha desses foi devida sua
boa produtividade, caracteristicas intrinsecas da madeira e disponibilidade em viveiros
de propagacéao clonal. Inventario florestal continuo, com medicdo de altura e diametro
das arvores, foi realizado em trés parcelas de 60 plantas para cada clone, entre 0s anos
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de 2005 (1,9 ano de idade) e 2010 (6,8 anos de idade), sendo que apds marco de 2007 as
medi¢Oesforam realizadas em intervalos de até 6 meses. Relacdes entre os dados de
crescimento, como por exemplo, o incremento corrente anual em diametro (ICA) e a
precipitacédo foram calculados pela férmula:

ICA(cm)= Da-Dp

em que Da = Diametro Atual e Dp = Diametro do ano anterior.

Também, o crescimento relativo em diametro (CRD) entre as medicbes de

inventario foi calculado pela formula:

CRD (cm.cmb.anc®) = _ DaDp/Dp

N

em que T = representa o periodo (anos) entre as medi¢cdes de inventario.

A partir de 2009, foram realizadas avaliagcdes qualitativas a cada medi¢cdo que
incluiam a quantidade de arvores afetadas pelo déficit hidrico, caracterizando-as como
seca (arvores apresentando copa com folhas totalmente secas ou sem folhas)?ou néo.
partir desta caracterizagdo, o percentual de arvores afetadas (PAA) foi calcutado pel
qguociente entre numero de arvores secas € numero de arvores total nas parcelas,
multiplicado por 100. Para melhor estabelecer as relagbes entre crescimento e
precipitagéo pluvial foi determinado o volume acumulado de chuvas entre cada medigc&o
de inventario (Quadro)3

Em agosto de 2011, quando o experimento completou 7,7 anos, foi realizada a
coleta de discos de 2,5 cm de espessura, a altura do DAP (diametro a 1,3 m de altura do
tronco), de trés arvores de diametro médio para a determinag¢do da composicao isotépica
de C (5 **C) e posteriormente o célculo da A. A excecdo do clone 3216, cujas arvores
estavam mortas e ndo possuiam copa, foram coletadas folhas das mesmas arvores
conforme a seguir: 1° par de folhas completamente expandidas de galhos apicais,
denominadasFolha Jovem Apicdl (FJA); penultimo par de folhas de galhos apicais,
denominadasFolha Velha Apicdl (FVA); 1° par de folhas completamente expandidas
de galhos basais, denominadt&slha Jovem Basal(FJB); penultimo par de folhas de
galhos basais, denominad&solha Velha Baséal (FVB). Esta separacdo entre folhas

coletadas teve o propdsito de diferenciar o periodo de formag¢do das mesmas.



O material vegetal foi levado ao laboratério e secado em estufa com circulacao
forcada de ar a 72 °C até atingir peso constaDgediscos do tronco tiveram sua
superficie lixada, e, para diferenciar os periodos de formacgéo, amostras do lenho foram
retiradas a cada 1 cm a partir do centro dos discos. As amostras, tanto de folda como
lenho, foram moidas em moinho de bola e submetidas a determinacédo da composicao de
12c e '3C utilizando-se espectrometro de massa de razdo isotdpica (ANCA-GLS,
Sercom, Crewe, UK). Em seguida, efetuou-se o calculo da discriminacao isotdpica de

3¢ (A). A relagéio entre os is6topos estaveis de C foi calculada pela formula:

6 (%)= R planta -1

R padréo

em que R = relacdo molar do is6topo pesatd) e isétopo leve'{C).

A (%) = (8 1°C ar— §°C planta)
(1+8™%C planta/1000)

Os valores 8°C foram expressos em relacdo ao padrdo internacional PDB
(PeeDeeBelemnite), conforme descrito por Li et al., (2000).

Os dados foram analisados de acordo com o delineamento inteiramente
casualizado. Para cada clone foi calculada¢dia dos valores da A ¢ os respectivos
intervalos de confianca em cada amostra de lenho coletada. Foi realizada adanélise
variancia (p < 0,10) da diferen¢a da A a0 longo dos anos de crescimento para cada clone
e também a diferenca da A entre clones dentro de cada ano de crescimento. O grau de
liberdade das interacdes foi desdobrado e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p
<0,10).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
O crescimento dos clones mostrou alta relagdo positiva com precipitacao
pluviométrica. O ICA foi a variavel mais estreitamente relacionada (89%) com a

precipitacdo (Figura 1). A mesma comparacao feita com érea basal e volume de chuvas
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apresentou, para ambas, coeficiente de 77%, indicando ser a agua o fator mais limitante

da produtividade florestal na regiao.

4,00 -
y = 1E-06x2 + 0,001x + 0,0071
3,50 - R? = 10,8916

3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50
1,00 |
0,50 -
000 o @@

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Precipitagao Pluviomeétrica (mm)

ICA Diam. (cm)

Figura 1. Relacgéo entre Incremento Médio Corrente Anual em didmetrodtAnco de clones
de eucalipto e precipitagédo pluviométrica.

Seyundo Ferreira e Milani (2002), os efeitos de fatores estressantes, de modo
geral, sdo expressos pela reducdo da taxa de sobrevivéncia e de crescimento e da
produtividade dos plantios. O crescimento do tronco dos clones foi bastante
diferenciado frente ao estresse hidrico, com destaque para o clone i144 por sua maior
altura e volume final, sendo maior que o clone 3216, o material mais sensivel a seca, em
30,7 % e 169 %, respectivamente (Quadro 3).

Apesar de 2007 ter sido 0 ano mais seco, com as arvores ja expressando sintomas
de estresse hidrico, os dados de crescimento relativo anual em diametro mostram que
esse efeito teve reflexo, ainda que menor, no ano de 2008, indicando que, mesmo com 0
periodo de chuvas ap6s o estresse hidrico de 2007, os clones ndo haviam, ainda,
restabelecido seus processos fisiolégicos, como por exemplo a ndo manutencéo do tugor
nas células que permite a continuidade do crescimento vegetal, expansdo, divisdo

celular e fotossintese (Petry, 1991) (Figura 2).
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Quadro 3. Diametro, altura, area basal, volume e sobrevivéncia de clones de eeaaliiterentes idades, e volume de chuvas acumulado no municipio
de Brasilia de MinaMG

CLONE Med1 (Nov/ 2005) - 1,9 ANOS Med2 (Dez/ 2006) - 3 ANOS Med3 (Mar/2007) - 3,2 ANOS Med4 (Nov/ 2007)-3,9 ANOS
DAP HT ABA VOL PAA DAP HT ABA VOL PAA DAP HT ABA VOL PAA DAP HT ABA VOL PAA
i144 858 965 584 2854 - 11,78 15,20 10,91 77,52 - 12,60 16,43 12,51 95,35 - 13,30 17,47 14,14 118,79 -
2486 745 7,82 4,18 17,16 - 10,93 13,10 8,93 55,46 - 11,58 15,08 10,00 70,84 - 12,20 16,72 10,97 85,00 -
1182 7,30 8,38 4,67 20,60 - 10,75 13,60 9,92 64,38 - 11,87 14,95 12,08 84,67 - 12,23 16,60 12,81 99,55 -
i063 7,35 8,33 4,44 1944 - 10,62 13,58 9,26 59,48 - 11,43 15,75 10,74 79,96 - 11,78 16,30 10,80 83,77 -
i224 780 835 483 2084 - 11,60 13,92 10,67 68,88 - 12,53 1595 12,43 91,84 - 12,84 17,24 12,89 105,11 -
3216 6,53 8,18 3,30 14,43 - 997 13,37 7,64 4881 - 10,88 14,82 9,10 64,03 - 11,16 16,18 9,40 7517 -
PPt acumulada (mm) 1780 1387 380 143
QLONE Med5 (Abr/ 2008) - 4,4 ANOS Med6 (Nov/ 2008) - 5 ANOS Med7 (Mai/2009) - 5,4 ANOS Med8 (Out/2009) - 5,8 ANOS
DAP HT ABA VOL PAA DAP HT ABA VOL PAA DAP HT ABA VOL PAA DAP HT ABA VOL PAA
i144 14,00 18,80 1559 13505 - 14,05 19,78 15,30 142,16 - 15,13 19,37 17,65 169,12 5,30 15,37 20,67 18,20 17548 4,23
2486 12,95 17,80 12,43 102,34 - 13,00 17,80 12,49 102,34 - 13,87 18,17 14,21 110,45 23,82 13,90 18,65 14,27 110,45 19,63
1182 13,12 18,00 14,76 123,56 - 13,12 18,00 12,62 123,56 - 14,25 18,57 15,37 136,11 21,43 14,25 18,557 14,25 137,05 23,82
i063 12,50 17,43 9,86 100,50 - 12,50 17,43 12,05 10050 - 14,68 18,02 16,81 108,48 6548 14,68 18,02 13,76 11582 64,60
i224 13,50 18,06 14,19 119,04 - 13,50 19,12 13,59 121,51 - 14,74 18,54 17,05 117,53 83,94 14,74 1854 14,95 121,29 83,94
3216 12,02 17,26 11,08 90,81 - 12,02 17,26 9,85 90,81 - 11,96 17,16 10,82 7857 9894 11,96 17,16 9,89 7857 98,94
PPt acumulada (mm) 598 268 915 219
CLONE Med9 (Mai/ 2010) - 6,4 ANOS Med 10 (Out/2010) - 6,8 ANOS
DAP HT ABA VOL PAA DAP HT ABA VOL PAA
i144 16,67 21,90 21,41 21352 3,20 16,40 22,43 20,73 211,42 4,27
2486 1495 21,52 16,46 155,75 10,78 14,97 19,05 16,55 139,83 8,62
1182 15,37 21,33 17,88 173,09 18,75 15,48 21,23 18,15 178,63 20,53
i063 16,28 21,02 20,64 151,60 53,58 16,20 19,05 20,46 136,69 50,02
i224 17,62 20,22 24,37 133,43 8394 18,12 20,26 25,79 135,77 83,94
3216 11,96 17,16 1397 7857 9894 1196 17,16 13,97 7857 98,94
PPt acumulada (mm) 805 108

DAP — Diametro a altura do peito (cm); HTAltura total (m); ABA— Area basal (hha’); VOL — Volume total (m.ha?); PAA— Percentual de mortalidadePt

acumulada- precipitagdo acumulada no periodo entre a medigdo atual e a anterior (mm)
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Figura 2. Crescimento relativo médio em diametro de clones de eucaliptoiodopde dezembro
de 2005 a outubro de 2010.

Os clones mais sensiveis, como 0 i224 e 3216 (Figura 3), tiveram um alto PAA,
que, a partir dessa época, permaneceu sem alteracfes nas demais avaliacodsi O PAA
de 83,94 % e 98,94 % para os clones i224 e 3216, respectivamente. O cresgamento
area basal, ap6s a seca de 2007, foi inexpressivo até a idédeat®ms, o que reflete
também a sensibilidade desses clones a seca. Barros e Novais (1990) descrevem que o
E. grandis, em sua regido de origem, est4 associado a florestas pluviais, ndo sujeitas ao
déficit hidrico. Mesmo na regido nordeste da Austrdlia, essa espécie ocorre em locais de
altitude mais elevada, com temperaturas mais baixas, precipitacédo total ainda elevada e
com estacdo de seca pouco prolongada. Estas condi¢cdes se contrastam bastante com a:
que sdo encontradas na regido norte de Minas Gerais, 0 que é coerente com a inaptidao
de materiais da espécie E. grandis, como o clone 3216.
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Figura 3 Parcela do clone 3216 com 98,94 % de mortalidade de arvores.

Igualmente aos clones 224 e 3216, os clones 2486 e i063 foram fortemente
afetados pelo déficit hidrico, sendo o0 i063 o primeiro material a expressar sintomas de
estresse no campo. Apesar disto, houve uma recuperacdo desses materiais genéticos,
refletida na diferenca do PAA entre a primeira e Ultima avaliagdo. Essa recaperaca
ocorreu com a recomposicdo da copa de parte das arvores das parcelas. Mesmo com
essa recuperacdo, 0s materiais apresentaram baixa produtividade, ainda menor que o
clone i182, que apesar de apresentar aos 6,8 anos um PAA de 20,53%, obteve area basal
maior que o clone 2486 cujo PAA foi de 8,62% (Quadro 3).

O clone i144 foi o que apresentou o melhor desempenho. Além de um
percentual baixo de arvores afetadas (4,2@@rescimento volumétrico ndo foi tdo
prejudicado pelo déficit hidrico, podendo assim ser classificado como material tolerante
a seca, 0 que justifica sua escolha para plantios em regides com restricdo hidrica.

O crescimento das arvores, a precipitacdo pluviométecaa A se
correlacionaram significativamente (Figurae %). O incremento corrente anuain
didmetro dos clones teve alta correlagdo positiva (r = 0,93; p = 0,0003) com a
precipitacdo anual. J4 /& dos clones se correlacionou de forma diferenciada com o
crescimento e precipitacdo. Para os clones i144, 2486, i063 i282 a correlacédo da
A foi positiva com o incremento corrente anesh diametro e precipitacdo, e 0
coeficiente de relacdo foi igual para ambos (r = 0,92). Resultados semelhantes foram
obtidos por Cullen et al. (2008), que obtiveralta correlagdo entre A e precipitacao
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para Callitrisco lumellaris, espécie arbdrea encontrada no noroeste da Australia, e por
Pita et al. (2001) para E. globulus na Espanha. Comportamento contrastante com os
demais foi apresentado pelo clone 3216, cujas correlacdes foram negativas (r = -0,98 e -
0,99) entre A e 0 incremento corrente anual e precipitacdo, respectivamente. Segundo
Pita et al. (2001), valores de sdo negativamente relacionados com a produtividade
quando a variagcdo em discriminacdo € resultado de mudancas na eficiéncia de
carboxilagdo. Em contraste, se a variagdo na A estd relacionada principalmente a

variagdo da condutincia estomatica, entdo os valores A devem ser positivamente

correlacionados com o crescimento.

Figura 4. Incremento corrente anual em didmetro (cm) de clones de eucaliptoetacdo com a
discriminacao isotopica déC (A %o).

Figura 5. Precipitagdo pluviométrica (mm) e sua relagdo com a discriminaggucsaté™*C (A
%o0).

Conforme mencionado, o percentual de arvores afetadas (PAA) é um indicador
de grande relevancia, visto que por meio dele podem-se comparar e classificar diversos

materiais genéticos quanto ao grau de tolerancia ao estresse hidrico. A possibilidade de
14



se correlacionar esta caracteristica com propriedades ou indicadores precocemente
determindveis pode ser importante ferramenta na selegcdo de materiais tolerantes a seca.
Desta forma, buscou-se estabelecer correlagbesaehntle lenho nos primeiros anos de
crescimento e o PAA da ultima medicdo de campo, que representa o dado mais proximo
ao percentual de mortalidade de arvores. Utilizando o inventario florestal continuo,
considerouse o diametro de cada clone na primeira medicdo, realizada quando as
plantas tinham dois anos de idaBesteriormente, foram calculadas as médias da A do
lenho referente a este periodo para cada clone, sendo estes dados correlacionados com ¢
PAA. O coeficiente de correlacdo foi de -0,73 (p < 0,10). Estes resultados se
assemelham aos encontrados por Pita et al. (2001), pelosquaialidade apresentou
correlagéao altamente significativa (r = - 0,86 a A.

Vérios autores (Farquhar et al., 1982; Gibson et al., 1994; Osoério e Pereira,
1994 Liu et al.,, 1996; Cullen et al., 2008) relatam que em condicbes de estresse
climatico, hd um comprometimento do processo fotossintético, o que altera o balanco de
C de todo metabolismo da plantam plantas C3, em uma primeira etapapA é
decorrente da menor taxa de difusdo 'd6, mais pesado que BC, causando
discriminacdo de aproximadamente4 %.. Em uma segunda etapa ocorre a
discriminacdo devido a menor afinidade da rubisco ‘f@Jotendo, assim, uma
discriminacéao final de aproximadamef&%. (Gutschick, 2004; Taiz e Zeiger, 2013)
Porém, em condicbes em que a concentracdo interna ge& @uzida, pela menor
abertura dos estdmatos e a taxa fotossintética € mantida, ha menor discrimifao do
em comparacdao “C pela rubisco, reduzindo & Este mesmo comportamento foi
observado para os clones estudados, a excecdo do clone 3216. Proximo ao quarto ano de
crescimento das arvores, que coincidiu com o evento de déficit hidrico prolongado, h&a

uma tendéncia de quatro dos seis clones discriminarem méi@grgura 6).
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Figura 6. Discriminac&o Isotépica i€ de lenho em clones de eucalipto ao longo de sete anos de

crescimento.

O resultado da analise de variancia mostrou diferencas significativas (p < 0,10)
de A entre clones e, também, para o tempo dentro de cada clone. As deédlides
genaotipos variaram de 17,%3 a 21,22 %o, sendo que o menor valor de A foi observado
para o clone i182 e o maior para o clone i063.

No sentido de desdobrar as diferencas encontradas foi realizado o teste de Tukey
(p < 0,10) (Quadro 4). Os resultados mostram que apenas 0s clones iD&3
apresentaram diferengas na A ao longo do tempo, sendo 0s demais estaveis. A variagao
na A do primeiro clone foi de 18,470 a 21,22%0 e do segundo 17,7%0 a 20,15%o.

Para 0 i063a A foi maxima até os dois anos de idade, diferindo-se dos demais anos. Ja
para o i182 observa que a A do terceiro ano diferda A do quarto e quinto anos.

Neste Ultimo periodo, os valores de discriminacdo foram o0s mais baixos,
comportamento que coincide com o estresse hidrico prolongado no quarto ano, com
possivel comprometimento de processos metabodlicos das arvores no ano seguinte.
Segundo Flexas e Medrano (2002) durante um periodo de seca 0s processos metabdlicos
vao sendo progressivamente inibidos até que a deficiéncia metabdlica torna-se o grande
limitante da fotossintese, com reflex@bre a A. Sobre a variagdo na A ao longo dos

anos, Leavitt e Long (1991) descrevem que ela geralmente é atribuida a disponibilidade
de 4gua no solo e ao déficit de pressdo de vapor associada a alteragfes de crescimentc
das arvores, fechamento do dossel e nivel de competicdo entre plantas. Esta explicacao
se alinha com o observado neste trabalho, no qual, na ocasido do déficit hidrico

prolongado no norte de Minas Gerais, os efeitos do estresse hidrico nas arvores ocorreu
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em plantios com idades iguais ou superiores a trés anos (Plantar Reflorestamentos,
2007). O padréo na alteracdoAlacorrida do terceiro para o quarto ano do clone i182
devese provavelmente, a limitacdo da conduténcia estomética. Em 2006 a precipitacao
anual foi superiora média normal anual em 232 mm. Sob condicbes de maior
disponibilidade de agua, as plantas tendem a permanecer com 0s estébmatos abertos por
mais tempo, maximizando a entrada de;d@vendo assim uma maior discriminagéo

do *C emrelacdo ad“C, conforme ja discutido, fazendo com que o clone atingisse seu
maior valor deA. No ano seguinte, a precipitacdo anual foi inferior a média em 347
mm. Em condicbes de forte estresse hidrico os estdbmatos tendem a permanecer
fechados por mais tempo, reduzindo a entrada de C@n a menor disponibilidade
interna de C, as plantas tendem a discriminar merid€,dfazendo com que o clone
atingisse o menor valor de Os resultados encontrados neste trabalho se assemelham
aos obtidos por Rasheed et al. (2011) que, estudando nove gendtipos de alamo ao longo
de 10 anos de crescimento no sudoeste da Franca, constataram variaciedetdéo

apenagmadois anos.

Quadro 4. Discriminacdo isotépica d& (A) em amostras de lenho de clones de

eucalipto ao longo de sete anos de crescimento, no Municipio de Brasilia de Minas, MG

CLONE A Y00
2 ANOS 3ANOS 4ANOS  5ANOS  6ANOS 7 ANOS

i224 18,93 Ad 1809Ab 17,78 Abc  18,18Ab _ 1846Aa 18,86 Aa
i182 19,16 Acd 20,15Aa  17,72Bc  18,46Bab 19,19ABa 19,19ABa
3216 19,43 Abcd 19,54 Aab ; - ; ;

i144 20,14 Aoc 19,42 Aab  19,24Aa 19,46 Aa  1946Aa 19,38 Aa
2486 20,27 Aab 2004Aa 18,87 Aab 1887 Aab 1887Aa 20,03 Aa
i063 21,22 Aa 19,05Bab 18,66 Babc 18,47Bab 1847Ba 18,47 Ba

Médias seguidas pela mesma letra mailscula (comparando o efeito do tempo) dentro de
cada clone, e, pela mesma letra mintscula (comparando o efeito do3 dnies de
cada ano de crescimento, nao diferem entre si petdest(p > 0,10).

Em relacédo a diferengé& A entre clones, o teste de Tukey (p < 0,10) mostrou
que ela existe até o quinto ano (Quadro 4). O comportamento entre clones ano a ano
mostra-se diferenciado, onde se dest@caxcecdo do terceiro ano, uma diferenca
consistentem A entre 0s clones i144, caracterizado como mais tolerante neste estudo,
i224, o segundo clone de pior comportamento no que diz respeito ao PAA. Este
resultado poderia ser um forte indicador de qu& poderia sim ser utilizada para

diferenciar clones sensiveis e tolerantes ao estresse hidrico. Entretanto, foi observada
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maior meédia de\ do clone i144 em relacdo ao i224, o que significaria uma maior
transpiracdo e perda de agua pelo clone i144. Em condi¢Bes onde a 4gua é limitante, isto
poderia acarretar maior mortalidade, que n&o foi a caso observado neste experimento.
Isso sugere que o clone 144 apresentaria outras estratégias, tais como ajustamento
osmoético e/ou aprofundamento radicular, para suplantar os efeitos da seca e manter seus
estdbmatos abertos por mais tempo. Em seu estudo com Eucalyptus globulus, em
diferentes regides climaticas, Pita et al. (2001) mostraram haver diferengasntte
genotipos e relacdo positiva entre e sobrevivéncia, resultado semelhante ao
encontrado neste trabalho. Entretanto, para uma das regifes estudadas por Pita et al
(2001) houve alto indice de mortalidade ligada a um menor valay. d&s autores
concluem que a utilizacdo dapode ndo ser um bom indicador de sobrevivéncia em
ambientes propensos a seca. Além disso, a eficiéncia transpiratoria deve ser considerada
como apenas uma de muitas caracteristicas que conferem a capacidade de sobrevivéncia
de materiais em ambientes com limitacdo hidrica (Hubick e Gibson, 1993). Nesta linha,
Cullenet al. (2008) sugerem a utilizagio da 8*°C relacionada composicéo isotopica de
80 (5'0), visto queha dependéncia da 8°C da relagdo Ci/Ca, e esta apresenta
informacéo limitada da forca do controle estomatico sobre o Ci e a fotossintese, porque
uma mudanga na Ci poderia ser resultado de uma alteragdo da condutancia estoméatica
ou da fotossintese. A diferenca entre os clones&li2z24 deixa de existir nos ultimos
dois anos devido a maior A deste ultimo, que, possivelmente, apds o estresse sofrido,
apresentou recuperacao de seus processos metabdlicos.

A andlise de variancipara a A de folhas mostrou haver diferenca (p < 0,10)
desta variavel para clone e tipo de folha (FJA, FVA, FJB, FVB), mas nao para a
interacdo clone x tipo de folha. Para desdobrar as diferencas encontradas foi realizado o
teste de Tukey (p < 0,10) (Quadrd. ®bserva-se que o clone 2486 diferiu-se dos

demais clones apresentaridmaior A.

A correlagdo entre a média de A de folhas e a A média de lenho foi altamente
significativa (r = 0,93p < 0,025) (Figura 7). Estes resultados estdo de acordo com 0s
encontrados por Macfarlane et al. (2@ Nunes (2010) que descrevem haver boa
correlagéo entre os resultadas Adentre lenho e folhas, o que possibilita a utilizagéo

deste ultimo como método mais simples para a determinag@o da A do lenho.
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Quadro 5. Discriminacdo isotopica #€ (A) média em folhas (média dos tipos de
folhas) e em amostras individuais de folhas Folha Jovem Apical (FJA), Folha Velha
Apical (FVA), Folha Jovem Basal (FJB) e Folha Velha Basal (FVB) de clones de

eucalipto no Municipio de Brasilia de Minas, MG

CLONE A %0 TIPO DE FOLHA A %o
2486 23,68 A FJB 22,85a
i144 22,08 B FVB 22,63 ab
1182 21,48 B FVA 21,65b
1063 21,82 B FJA 21,09b
1224 21,21 B

Médias seguidas pela mesma letra mailscula comparando o efeito do clone, e, pela
mesma letra mindscula comparando o efeito da posicédo da folha no galho, ndo diferem
entre si pelo testde t(p > 0,10).

Figura 7. Relacdo entre a discriminacgdo isotépica’@ede lenho e de folhas em clones de

eucalipto no norte de Minas Gerais.
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CONCLUSOES

Foram identificadas relacbes altamente positivas entre as variaveis de
crescimento (diametro, volume e é&rea basal) dos clones e precipitacdo
pluviométrica, o que evidencia a agua como fator muito limitante a
produtividade florestal na regiao.

O percentual de arvores afetadas pela seca (RAAIN bom indicador de
tolerancia ao estresse hidrico e pode ser relacionado com outras caracteristicas
mensuraveis pamseparacdo de materiais sensiveis e tolerantes a seca.
Considerando o PAA, os clones estudados podem ser elencados em 3216 > i224
> 063 > 182 > 2486 > i144, sendo o 3216 foi o clone mais sensivel ao déficit
hidrico e o clone i144 o mais tolerante.

A A do lenho de clones se correlacionou positivamente com o crescimento e
precipitacdo, para os clones i144, 2486, i063, €24 e negativamente pava

3216.

Os resultados mostram haver correlagdo negatitta a A de lenho referente

aos dois primeiros anos de crescimento e o percentual de mortalidade. A
utilizacdo da A por si s6 como indicador a tolerancia ao estresse hidrico pode
conduzir a interpretacdes equivocadasdeterminagio da 8*®0 no lenho ou

folhas de plantas juntamente a determinacéo da S°C e, consequentementia, A,

pode auxiliar na separacdo de materiais genéticos quanto a tolerancia a seca.
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CAPITULO 2
Producdo de matéria seca e trocas gasosas de clones de eucalipto influenciadas pelo
calcio e boro em diferentes condi¢fes hidricas

RESUMO: A expansdo da eucaliptocultura no Brasil tem ocorrido principalmente em
areas de cerrado, que possuem solos de baixa fertilidade e apresentam déficit hidrico
prolongado. Sob estas condi¢gdes, as plantas apresentam normalmente sintomas de sece
de ponteiros, usualmente atribuida a deficiéncia de boro (B). A depender da intensidade
do déficit hidrico, esses sintomas podem evoluir para a dessecacdo e morte das plantas.
Estudos da demanda nutricional associados aos efeitos do estresse hidrico tém mostrado
aimportancia do boro, em especial, na mitigacao desses efeitos. Assim como para o B,
deficiéncia de Ca tem sido relacionada a alteracdes fisiologicas das plantas, deatre elas
integridade da membrana plasmaética e sintese e estrutura da parede celular. Em campo,
0s sintomas desses dois nutrientes podem muitas vezes ser confundidos. Assim, o
objetivo deste estudo foi verificar a influéncia do Ca e do B na tolerancia de clones de
eucalipto a deficiéncia hidrica. Em casa de vegetacéo dois clones, um sensivel (i042) e
outro tolerante (i144) a restricdo hidrica, foram cultivados em solu¢cdo de Clark
modificada até completarem 14 dias. Apés esse periodo, as mudas foram submetidas a
presenca ou auséncia de Ca e, ou, B até completarem 14 dias. Aos 30 dias, foi imposta
restricdo hidrica gradativa com PEG 6000, em 50 % dos vasos, reduzindo o potencial
hidrico paulatinamente, passando por -&16,65 até atingir -1,00 MPa. O intervalo de

tempo entre esses potenciais foi de sete dias, totalizando 21 dias de estresse. Na ocasiaa
da aplicacdo de PEG foram determinadas matéria seca e trocas gasosas das plantas.
Avaliaram-se a taxa de assimilacdo fotossintética liquida (A), condutancia estomatica
(gs), taxa de transpiracdo XEconcentracdo interna de €QC), eficiéncia do uso da

agua (A/E), teores de Ca e B e matéria seca dos varios 6rgdos das mudas. Foram
observadas diferencas entre os dois clones estudados em matéria seca total e trocas
gasosas, sendo estas diferencas dependentes do estresse hidrico e da nutricdo de Ca e E
No clone sensivel, 0 B se mostrou mais importante na mitigacdo do estresse hidrico ao
passo que no clone tolerante o Ca foi relativamente mais importante que o B, o que
pode estar ligado ao papel do Ca na atividade de enzimas relacionadas ao estresse

oxidativo.
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CHAPTER 2
Dry matter production and gas exchange of eucalyptus clones influenced by

calcium and boron in different water conditions

SUMMARY : The expansion of eucalyptus plantations in Brazil dnaccurred mainly

in areas of savanna soils that have low fertility and extended drought. Under these
conditions the plants usually have symptoms of die back, usually attributed to a boron
(B) deficiency. Depending on the drought intensity, these symptoms may progress to
desiccation and plants death. Studies of nutrient demand associated with the effects of
water stress have shown the importance of B, especially in mitigating these effects. As
for B, calcium (Ca) deficiency has been linked to plants physiological changes,
including the integrity of the plasma membrane and synthesis and cell wall structure. In
the countryside, the symptoms of these two nutrients can often be confused. The
objective of this study was to investigate the influence of Ca and B tolerance of eucalypt
clones to water stress, from the physiological parameters such as the rate of ne
photosynthetic assimilation (A), stomatal conductance (gs) , transpiration rate (E),
internal CQ concentration (Ci) together with the nutritional efficiency and growth. In
the greenhouse two clones, a susceptible (i042) and other tolerant (i144) to water
restriction were cultivated in Clark solution modified for 14 days. After this period, the
seedlings were treated with presence or absence of Ca and or B for 14 days.
Approximate 30 days, gradual water restriction was imposed with PEG 6000, in 50 % of
vases, reducing the water potential from - 0.16 to -1.00 MPa ( -0.16 , -0.65 and -1.00
MPa ) every seven days. At the time of application of PEG were determined dry matter
and gas exchange of plants. Differences were observed between the two clones studied
in the total gas exchange and dry matter, and these differences are dependent on water
stress and nutrition Ca and B. In the susceptible clone, B was more important in the
mitigation of water stress, while in the tolerant clone, Ca was relatively more important
than B, which may be related to the Ca function activity in the enzymes related with

oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

Em condicbes tropicais, o suprimento de agua e nutrientes € o principal
determinante da producéo florestal (Barros e Comerford, 2002). Modelos climaticos
indicam um cenério de aumento das temperaturas e mudancas no regime de chuvas
(IPCC/ONU, 2007), situacdo j4 observada nos ultimos anos, a partir de 2012. Além
disso, a utilizacdo cada vez maior de areas que ja apresentam condicOes climaticas
desfavoraveis, com baixa ou ma distribuicdo de chuwasnda, solos com baixas
fertilidade e capacidade de retencdo de agua para o cultivo de eucalipto, tem orientado
pesquisas no Brasil na busca de materiais tolerantes a essas condi¢cdes restritivas. No
inicio da década de 2000 essa busca fundamentou-se basicamente na selecéo de clones
com maior adaptabilidade e consequente maior produtividade em testes estabelecidos
em areas com histérico de restricdo hidrica. Esta estratégia ndo contribui para o
entendimento dos mecanismos fisioldgicos ou caracteristicas genéticas que levam um
determinado clone a suportar tais condi¢cfes. Este conhecimento, aliado ao entendimento
da demanda nutricional da planta, € fundamental para dar suporte ao avanco de uma
nova técnica que possa prever o comportamento de novos materiais em areas marginais
sem que haja dispéndio de um longo periodo de tempo.

No periodo de seca a absorcdo de nutrientes pelas plantas fica comprometida
devido ao menor fluxo transpiratério. Um dos principais sintomas observados nessa
condicdo é a seca de ponteiros que, em condicBes extremas, tem como resultado a morte
de meristemas e a perda de dominancia apical (Dell e Malajczuk, 1994). Este sintoma é
usualmente associado a deficiéncia de boro (B) e sua intensidade e os disturbios
observados séo diferentes entre materiais genéticos, o que é indicativo de tolerancia
diferencial a seca (Nunes, 2010; Reis, 2011). Mattiello et al. (2009) relataram que a
deficiéncia de B causou reducédo de 21,2%, em média, no peso de matéria seca da parte
aérea em mudas de eucalipto. Também em experimento conduzido em casa de
vegetacdo, Reis (2011) obteve como resultado uma reducéo significativa de matéria
seca quando um clone de eucalipto considerado como tolerante ao estresse hidrico foi
submetido a auséncia de B e condi¢Oes de restricdo hidrica. Segundo Parr e Loungman
(1983), séo varias as alteracdes fisiologicas induzidas pela deficiéncia de B nas plantas,
dentre elas a perda da integridade da membrana plasmatica, a sintese e estrutura da

parede celular, lignificacéo, o transporte de aglcares, metabolismo de carboidratos e de
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acido indol acético. Estes mesmos autores atribuem algumas dessas alteragcdes, como
integridade da membrana plasmatica, estrutura da parede celular e lignificacao, ao Ca.

Nos ultimos anos, estudos de fisiologia vegetal e biologia molecular tém dado
foco especial ao Ca, visto 0 seu papel como mensageiro secundario, o qual relaciona
respostas fisioldgicas a estimulos ambientais e de desenvolvimento (Marschner, 2012).
Esses estudos salientam a importancia do Ca na tolerancia de plantas ao estresse hidrico.
Abdel-Basset (1998) identificou que a suplementacdo de Ca em plantas de Vicia faba
aumentou o conteudo de agua nos tecidos, reduzindo os efeitos do estresse hidrico.
Vérios autores (Nur &al., 1986; Cooke et al.,, 1986; Abdel-Basset e Issa,)1994
reportam que o Ca regula uma variedade de processos fisiolégicos em plantas com
estresse, combatendo estes efeitos. Muitos desses processos estao ligados a estabilizaca
da membrana celular. Outro tipo de abordagem é feito por Li et al. (2003), que em seu
trabalho com alcacuz (legumingsdemonstraram a importancia do Ca na diminuicéo
dos efeitos causados pelo estresse oxidativo em células, em razdo da menor
disponibilidade hidrica.

A interacdo entre Ca e B € observada em estudos de campo desde a década de 70
(Teasdale e Richards, 1990), e foi amplamente discutida por Bollafios et al. (2004).
Gupta (1979), em seu trabalho de campo com cevada, relatou interacdes negativas entre
os dois nutrientes, onde em condi¢des de solos com altas concentragbes de &a haveri
inducéo da deficiéncia de B. Gupta e Macleod (1981) determinaram que a concentracao
de B em plantas de cevada e ervilha estaria relacionada ao pH do solo e ndo aos teores
de Ca. Bonilla et al. (2004) relataram que sementes de ervilha submetidas a estress
salino, na concentragéo de 75 mM de NacCl, tiveram os efeitos danosos mitigados com a
aplicacdo de B ou Ca, mas o alongamento radicular e o desenvolvimento das plantas
somente foi aumentada na aplicacdo de ambos. Evidéncias sugerem que o Ca possui
acao de estabilizacdo dos complexos de boro na parede celular (Bollafios et al., 2004).
Kobayashi et al. (1999) identificaram que a formacdo de borato - dimérica -
ramnogalacturonano Il (B- RG - Il) (polissacarideo péctico) in vitro foi estimulada pelo
Ca e que, na sua presenca, o complexo formado foi mais estavel do que sem Ca. Tem
sido proposto que o mesmo mecanismo pode ser aplicado aos complexos de B na
membrana celular (Wimmer e Goldbach, 1999).

O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia do Ca e B na tolerancia de dois
clones de eucalipto a deficiéncia hidrica, a partir de parametros fisiolégicos e

nutricionais e de producédo de matéria seca.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1Estabelecimento das plantas e aplicacao dos tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em sistema hidropdnico.
Mudas de dois clones de Eucalyptus urophylla, caracterizados como tolerante (clone
i144) e sensivel (clone i042) a seca por Nunes (2010), foram obtidas em viveiro de
producdo de mudas da Empresa Plantar Reflorestamento. As mudas foram produzidas
pelo processo de miniestaquia. Miniestacas de apice foram estagueadas em tubetes
contendo mistura de 50 % de vermiculita, 40% de casca de arroz carbonizada e 10% de
fibra de coco, previamente adubada com 5 kg de Super Simples e 3 kg de osmocote por
m® de mistura. Ap6s estaqueamento, as miniestacas permaneceram por 20 dias em casa
de vegetacdo com condicbes de umidade e temperatura controladas até o seu
erraizamento, de onde seguiram para casa de sombra, local com condi¢cdes controladas
de luminosidade, permanecendo por 15 dias. Completados 35 dias, as mudas seguiram
para area de crescimento a pleno sol, recebendo diariamente fertirrigacbes com solucao

nutritiva (Quadro 1).

Quadro 1. Composicao da solucéo de fertirrigacdo de mudas em viveiro clonal

FERTILIZANTE 9.1000 [
Nitrato de Célcio 33.300,00
Sulfato de Amdnio 13.300,01
Acido Fosforico 3.300,0C
Cloreto de Potassio 11.100,(
Sulfato de Magnésio 14.400,C
Acido Bérico 1.222,20
Sulfato de Zinco 122,2(
Sulfato de Cobre 166,01
Sulfato Ferroso 3.222,0
EDTA Dissodico 4.666,0(
Sulfato de Manganés 667,C
Molibidato de Sédio 33,3(

Completados 60 dias, mudas com 20 cm de altura, diametro de coleto de
aproximadamente 2 mm e com pelo menos 3 pares de folhas completamente expandidas
foram selecionadas para a montagem do experimento. Suas raizes foram lavadas em
agua deionizada para remover o substrato aderido a elas e em seguida as mudas
seguiram para aclimatagcdao em vasos de 8 L com solugao nutritiva de Clark (1975),
adaptada por Locatelli et al. (1984) (Quadro 2), de modo a suprir 50 % do N como
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NH4" e 50 % como N®&, cuja concentracdo de nutrientes foi aumentada

gradativamente até atingir os valores normais ao final de 14 dias. Cada vaso continha

trés plantas.

Quadro 2. Composicao da solucdo de Clark adaptada

Reagente Completa Omissdo de Ca Omisséo de B
umol.L™*
NH4 NO; 2,925 2,925 2,925
KH2PO4 0,138 0,138 0,138
K2SO, 0,30 0,30 0,30
KCI 0,53 0,53 0,668
CaCb 1,30 - 1,30
MgSO, 0,30 0,30 0,30
umol.L™*
H3BO3 19,00 19,00 -
MnCl, 7,00 7,00 7,00
ZnSQ, 2,00 2,00 2,00
CusQ 0,50 0,50 0,50
NaMoO, 0,086 0,086 0,086
FeEDTA 40,00 40,00 40,00

Apébs esse periodo, as mudas foram submetidas aos tratamerpossenca ou

auséncia de Ca e, ou, B por mais 16 dias. Completados 30 dias, foi imposta restricdo

hidrica gradativa com polietileno glicol 6000 (PEG 6000), em 50 % dos vasos, com

aumento de sua quantidade gradativamente, até atingir os potenciais hidricos de -0,16

MPa, -0,65 MPa e -1,00 MPa. Além de simular condicbes de campo, onde ha uma

reducdo gradativa da disponibilidade de agua no solo na auséncia de chuvas, a

diminuicdo gradual do potencial hidrico reduz a possibilidade de perda de plantas por

efeito de toxidade ao PEG. Dessa forma, os tratamentos foram assim constituidos

conforme quadro 3.

Quadro 3. Tratamentos utilizados na conducéo do experimento.

TRATAMENTO Ca B ESTRESSE HIDRICO
+Ca+BSE SIM SIM NAO
+Ca-BSE SIM NAO NAO
-Ca+BSE NAO SIM NAO
-Ca-BSE NAO NAO NAO
+Ca+BCE SIM SIM SIM
+Ca-BCE SIM NAO SIM
-Ca+BCE NAO SIM SIM
-Ca-BCE NAO NAO SIM
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Os tratamentos constituiram um fatorial 2 x 4 x 2 (clones x auséncia/presenca de
Ca e B x auséncia/presenca de estresse hidrico). O experimento foi disposto em

delineamento inteiramente casualisado com dois clones e com cinco repeti¢oes.

2.2Coleta de dados

A troca da solugao nutritiva e aumento das doses de PEG foram realizadas a cada 6
dias. As avaliagOes e coleta de material vegetal foram realizadas ao 12° (estresse hidrico
de -0,65 MPa) e 18° dias (estresse hidrico de -1,0 MPa), apos iniciar a imposicdo do
estresse hidrico, imediatamente antes da troca da solugcéo nutritiva e aumento das doses
de PEG. Com os dados de matéria seca total das plantas coletadas no 12° dia (-0,65
MPa) e 18° dia (- 1,0 MPa) foi determinado o crescimento relativo dos materiais
submetidos ou ndo ao estresse hidrico pela for(&T .1mpa— MST 965 Mpg / MST .
1vpa) X 100.

2.3Trocas gasosas
Em cada repeticéo foi selecionada uma planta para a medi¢ao de trocas §asosas.
taxa de assimilacdo fotossintética liquida (A), condutancia estomatjcatafcn de
transpiragédo (E), a concentracao interna de (), juntamente com a raz&o entre a
concentracdo interna e externa de,@Q'C,) foram determinadas por analisador de gas
infravermelho (IRGA; LI-6400xt, LI-COR, USA), em folhas completamente
expandidasAs medicbes foram realizadas entre 8:00 e 12:30 h utilizando radiacdo

2 s e concentracéo

fotossinteticamente ativa constante (1400 umol fétons m’
atmosférica de CQtemperatura e umidade ambientes.

As plantas submetidas a determinacdo de trocas gasosas foram posteriormente
utilizadas para a coleta de material vegetal, sendo sepaadaizes caule, folhas
velhas e folhas novas. O material foi levado para estufa com circulacédoadsb&C

por 72h, para posterior pesagem, moagem em moinho tipo Wiley e andlises quimicas.

2.4 Andlise da fluorescéncia da clorofila a
As medic¢des de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas no escuro, entre 3:00
e 5:00 h com auxilio do IRGA (LI-6400xt, LI-COR). As variaveis de inducéo da
fluorescéncia obtidas foram: fluorescéncia minima (FO) e fluorescéncia maxima (Fm) e
o rendimento quéantico potencial do fotossistema Il (FSII) dado por Fv/Fm = (Fm-
FO)/Fm, onde Fv é a fotossintese variavel. As variaveis da fase lenta de inducdo da

fluorescéncia (obtidas no claro) foram obtidas sequencialmente com a aplicacdo de uma
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iluminacdo actinica e um pulso de luz actinica saturante para a determinacdo das
variaveis: fluorescéncia em amostra adaptada a luz antes do pulso de saturacdo (F) e
fluorescéncia maxima em amostra adaptada a luz (Fm”). A partir destes, foi calculada a
fluorescéncia minima do tecido vegetal iluminado, FO’ = FO/[((Fm-FO/Fm)+(FO0/Fm’)]
(Oxborough e Baker, 1997) e oseficientes de extingdo fotoquimico: qP = (Fm’-
Fv)/(Fm’-F0%)) e qL, = (Fm’-F)/(Fm’-F0").(F0’/F), o qual, pelo modelo lake, fornece

uma estimativa de centros de reacdes abertos do FSIlI (Kramer, 2004) e o coeficiente de
extincdo nao-fotoquimica da fluorescéncia, qN = (Fni)/(Fm-F0*) (Lichtenthaler et

al., 2005). Para as formas de dissipacdo de energia, foram utilizadas as seguintes
formulas, propostas por Genty et al. (1989) e Hendrickson et al. (2004):(Nm’-

F)/Fm’, que é o rendimento quantico efetivo de conversdo fotoquimica de energia no

PSII; Ynpq= (F/Fm’) - (F/Fm)— que € o rendimento quéantico da dissipac¢éao de energia

regulada; Yo = F/[Fmque é aissipacdo de energia ndo regulada.

O Y, calculado foi utilizado ainda para estimar a taxa aparente de transporte de
elétrons, ETR= Y¥.PAR.0,84.0,5 (Bilger et al., 1995), onde PAR é a radiacao
fotossinteticamente ativa (umol m? s%) incidente sobre a folha, no caso 1400 pmol m™
s 0,5 o valor correspondente & fracdo de energia de excitacdo distribuida para o FSII
(Laisk e Loreto, 1996); e 0,84 o valor de referéncia correspondente a fracdo de luz

incidente que é absorvida pelas folhas (Ehleringer, 1981).

2.5Teores de nutrientes

Foi realizada a determinacéo dos teores de nutrientasiseg folhas velhae
folhas novas. Para a determinacao de B, aproximadamergdddzdn calcinados por 3
h a 550 °C em cadinhos de porcelana e, em seguida, o residuo foi dissolvido em 10 mL
de &cido cloridrico, na concentracéo de 0,1 mblQ@ residuo foi passado por filtro de
0,45 um e armazenado em recipientes plasticos. Os teores de B no tecido vegetal foram
guantificados por colorimetria, pelo método da Azometina-H. O8algor digestédo
nitroperclérica e quantificado por meio de espectrofotometria de emissédo Optica, com
plasma acoplado por inducdo (ICP-OES).

Foi gerada relacdo Ca/B para ambos os clones, calculada pelo quociente entre o

teor de Ca e B dado por dag.g
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2.6 Analises estatisticas
Os resultados de trocas gasosas, teores de B e Ca, matéria seca da parte aérea,
matéria seca de raizes, matéria seca de folhas novas e matéria seca total foram
submetidos a analise de variancia e, quando necessario, o grau de liberdade das
interacbes foi desdobrado e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,10)
utilizando-se o software STATISTICA 7.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Matéria seca

A disponibilidade de agua foi o principal fator limitante a producédo de matéria
seca da parte aérea dos clones (Figuras 1 e 2), confirmando resultados obtidos por
Nunes (2010) e Reis (2011). A reducgédo relativa de matéria seca da parte aérea se
intensificou a medida que a intensidade do estresse aumentou de -0,65 para -0 MPa.
clone sensivel (i042), apesar de apresentar maior MST, mostrou maiores perdas quando
submetido ao estresse hidrico mais intenso (-1,0 Mpa).

Quando o estresse hidrico foi menos intenso (-0,65 Mpa) ambos os clones nao
apresentaram diferengcas de matéria seca entre tratamentos com e sem estresse, 0 que
pode ser decorrente de crescimento acumulado antes da imposicdo dos tratamentos,

visto que houve reducao nos indicadores de trocas gasosas (figura 1

CLONE i042 CLONE i144

e oy

Figura 1 - Matéria seca de parte aérea (MSPA), matéria seca de raiz (MSR) e seatét@al (MST)
dos clones 042 (sensivel ao estresse hidrico) e i144 (tolerante ao estresse hibhmet)dos aos
tratamentos de presenca (+) e auséncia (-) de Ca e B e pres{igao( au3éncia @ ) de estresse
hidrico de- 0,65 MPa. Continua...
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CLONE i042 CLONE i144

Figura 1- (Cont.) Matéria seca de parte aérea (MSPA), matéria seca de raiz (MSR) e matéria seca total
(MST) dos clones i042 (sensivel ao estresse hidrico) e i144 (tolerante ao effrésseshibmetidos aos
tratamentos de presenca (+) e auséncia (-) de Ca e B e pres[licao(l auséncia @ ) de estresse
hidrico de- 0,65 MPa.

A matéria seca total das plantas, considerando apenas a presenca ou auséncia de estress
hidrico a— 0,65 MPa, foi de 46,02 g e 46,07 g, respectivamente, para o clone i042 e de
30,93 e 29,14, respectivamente, para o clone i144 (Figura 1).

A maior sensibilidade ao estresse hidrico do clone i042 é respaldada pela maior
reducdo de seu crescimento sob a tensdo de -1,0 MPa. Neste sentido, verifica-se que a
diferenca relativa de MST entre tratamentos com e sem estresse hidrico para esse
material genético foi de 25%. Ja no clone tolerante (i144), a diferenca foi de 13%,
resultados coerentes com os observados em campo, que confirmam sua maior tolerancia

ao estresse hidrico (Figura 2).
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/777

Figura 2 - Taxa de crescimento relativo de biomassa total de clones sob eféi dr estresse
hidrico.

A diferenca na relacdo raiz/parte aérea para os dois clones foi maior quando
submetidos ao estresse hidrico, com os valores de 0,41 para o0 i042 e 0,39 para o i144,
comparados a 0,20 e 0,31 quando sem estresse, respectivamente. Em trabalho de campao
com clones de eucalipto, Neves (2000) sugeriu que uma menor relacéo raiz/parte aérea
seria um indicativo de ambienteen maiores restricdes ao cultivo dessa espécie. Em
experimento com solucdo nutritiva, Reis (2011) obteve maior relacao raiz/parte aérea de
clone de eucalipto submetido ao estresse hidrico (0,34) em comparacdo com a auséncia
de estresse (0,31). Esse tipo de resposta normalmente estd associado a mecanismo de
tolerancia ao estresse hidrico, haja vista que em condi¢des de baixa disponibilidade de
agua no solo, as plantas investem mais carboidratos no crescimento do sistema
radicular, aumentando a capacidade de absorcdo de nutrientes (Marschner, 2012).

A producdo de matéria seca foi influenciada diferencialmente pelo Ca e B em
condicdes de estresse hidrico, sendo que para o clone i144 também foi observada
diferenca no tratamento sem estresse, obtendo os maiores valores de matéria seca
guando associado ao Ca (Figura 3). Para o clone i042 os tratamentos com presenca de B
obtiveram maior producdo de MST. Estes resultados, em parte, diferem dos obtidos por
Nunes (2010) que observou que o fornecimento de B promoveu maior ganho de MST
apenas no clone tolerante. Segundo Cakmak e RoOmheld (1997), o B afeta muitos
processos fisioldgicos da planta, e sua deficiéncia interfere no transporte de agucares,
sintese da parede celular, lignificacdo, estrutura da parede celular, metabolismo de
carboidratos, metabolismo de RNA, respiracédo, metabolismo fendlico, metabolismo de
ascorbato e integridade da membrana plasmébsalisturbios causados redim a
producdo de matéria seca tanto da parte aérea como do sistema radicular. Os resultados
obtidos neste trabalho reforcam a sugestédo da importancia do B na mitigacao dos efeitos
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do estresse hidrico e no clone i144 ha uma tendéncia do Ca desempenhar papel
semelhante ou mesmo mais intenso que o do B. Ballester-Fernandez et al. (1997),
trabalhando com feija® Abdel-Basset (1998), trabalhando com plantas de Vicia faba,
obtiveram resultados semelhantes aos aqui apresentados, pelos quais ha atenuag&o dos
efeitos do estresse hidrico quando realizada aplicacdo de Ca. O Ca é importante na
sintese de novas paredes celulares, em particular a lamela média, que separa células
recentemente divididas (Taiz e Zeiger, 2013). E também necessario para o
funcionamento normal das membranas celulares e Ihe tem sido atribuido o papel de
mensageiro secundario em varias respostas das plantas, tanto a sinais ambientais quanto
a hormonais (White e Broadley, 2003; Hetherington e Brownlle, 2004). Ainda, de
acordo com os niveis intracelulares, o Ca possui efeito regulador sobre as aquaporinas,
que sao proteinas integrais que formam canais seletivos de 4gua através da membrana,
facilitando sua entrada na célula, auxiliando na manutencdo do tugor celular (Taiz e
Zeiger, 2013). Existe um grande numero de familias de aquapermpkantas, o que

pode indicar que o transporte de agua dentro de tecidos vegetais € complexo e
rigorosamente regulado para permitir a sua adaptacdo as alteracdes das condi¢cles
ambientais ou de desenvolvimento (Vandeleur et al., 2005 ; . Kaldenhoff et al., 2008 )
Foi demonstrado que padrbes de expressao especifica de tecidos de numerosos
homologos de aquaporinas e sua regulacdo em plantas sdo afetados por fatores
ambientais, tais como ciclos de dia/noite, estresse hidrico ou patégenos (Gerbeau et al.
2002). Isto sugere que as plantas tém uma capacidade para regular a absorcao e perda ot
deslocamento de agua dentro das células e tecidos de plantas. Kim e Steudle (2007)
mostraram que células extraidas de nervuras da folha de milho apresentaram incremento
da condutividade hidraulica sob condicdo de luminosidade moderada, mas uma reducao
na turgescéncia causada pela transpiracdo compensou esse efeito. Aumentando a
luminosidade e sob condi¢Bes experimentais que impediam queda na turgescéncia, a
condutividade hidraulica foi reduzida, o que resultou em uma inibicdo das aquaporinas
pela formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Kim e Steudle, 2009). Em
ambos os experimentos houve perfusao das folhas de milho com solucédode CacCl

35



CLONE i042 CLONE i144

CLONE i042 CLONE i144

Figura 3 - Matéria seca de parte aérea (MSPA), matéria seca de folhas (MSH), seatéde raiz (MSR)
e matéria seca total (MST) dos clones i042 (sensivel ao estresse hidrico) e ildAtdtaerestresse
hidrico) submetidos aos tratamentos de presenca (+) e auséncia (-) de@aesdcalf)) ou auséncia
(@) de estresse hidrico d&,0 MPa.
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3.2 Teoresde B e Ca

Em ambos os clones, os teores de B nos tecidos das plantas foram consistentes
com a aplicacdo do nutriente, ou seja, onde foi aplicado o nutriente houve maiOr teor.
teor também foi influenciado pela condicdo hidrica (Quadro 3). Em folhas jovens os
maiores teores de B foram observados nos tratamentos com presenca de B e déficit
hidrico (tratamentos+Ca+BCE e -Ca+BCE). Em folhas velhas o mesmo
comportamento foi observado para o clone i042. Estes resultados indicam um efeito de
concentracdo devido a menor producao de matéria seca de folhas (MSF) sob a condi¢éo
de déficit hidrico. J& em raizes, os teores de B pouco se diferenciaram entre tratamentos
no clone i042, havendo um maior acumulo+#®@a+BSE e +Ca+BCE. Para o clone
1144 ndo houve diferenca entre os tratamentos. O mesmo foi verificado na comparacgéo

entre clones no mesmo tratamento.

Quadro 3 Teores de B e Ca das folhas jovens (FJ), folhas velhas (FV) e raizess (®)nes
i042 e i144 nos submetidos ou ndo ao estresse hidrico e a presensérmisade célcio e boro

Parte da Planta Clone Tratamento  Teor B (mgkg™) Teor Ca (gkg™)
+Ca+BSE 83,40 1,37
+Ca-BSE 45,63 1,26
-Ca+BSE 78,27 0,98
FJ 042 -Ca-BSE 50,90 1,07
+Ca+BCE 99,39 1,11
+Ca-BCE 64,26 1,45
-Ca+BCE 96,90 0,99
-Ca-BCE 59,66 0,88
+Ca+BSE 74,05 6,72
+Ca-BSE 38,14 6,22
-Ca+BSE 64,68 5,08
. -Ca-BSE 37,12 5,12
FV 1042
+Ca+BCE 77,20 5,95
+Ca-BCE 72,54 7,65
-Ca+BCE 96,54 5,37
-Ca-BCE 80,05 5,17
+Ca+BSE 60,56 0,85
+Ca-BSE 43,08 1,02
-Ca+BSE 51,65 0,49
R 042 -Ca-BSE 45,04 0,52
+Ca+BCE 60,24 1,50
+Ca-BCE 45,29 1,61
-Ca+BCE 52,04 0,52
-Ca-BCE 41,87 0,59
+Ca+BSE 96,04 1,97
FJ i144 +Ca-BSE 65,37 2,11
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-Ca+BSE 99,65 1,54

-Ca-BSE 72,49 1,56

+Ca+BCE 103,16 1,57

+Ca-BCE 85,81 1,84

-Ca+BCE 104,17 1,15

-Ca-BCE 73,14 1,26

+Ca+BSE 83,84 8,75

+Ca-BSE 48,26 8,87

_Ca+BSE 89,57 7,10

oy aa -Ca-BSE 56,59 7,23
+Ca+BCE 75,39 9,13

+Ca-BCE 63,59 10,36

-Ca+BCE 92,61 6,17

-Ca-BCE 43,43 5,53

+Ca+BSE 70,24 1,62

+Ca-BSE 55,94 2,13

_Ca+BSE 58,63 0,66

_ -Ca-BSE 64,84 0,90
R 1144 +Ca+BCE 70,24 2,05
+Ca-BCE 65,03 2,26

-Ca+BCE 63,51 0,98

-Ca-BCE 55,70 0,90

+Ca+BSE com Ca e com B sem estresse hidrie0a-BSE com Ca e sem B sem estresse hidrico;
Ca+BSE sem Ca e conB sem estresse hidriceCa-BSE: sem Ca e sem B sem estresse hidrico;
+Ca+BCE: com Ca e com B com estresse hidrie6a-BCE: com Ca e sem B com estresse hidrico;
Ca+BCE: sem Ca e com B com estresse hidrica:BCE: sem Ca e sem B com estresse hidrico (- 1,0
MPa).

Semelhante ao ocorrido com o B, os teores de Ca nos tecidos das plantas foram
consistentes com a aplicacdo do nutriente, sendo influenciados pela presenca de déficit
hidrico apenas em raizes, onde os teores foram maiores. Este resultado também sugere
um efeito de concentracdo do nutriente pela menor quantidade de matéria seca
produzida nos tratamentos com estresse hidrico. Na comparacdo entre clones foram
observados maiores teores de Ca no clone i144, o que induziria 0 mesmo raciocinio
sobre um efeito de concentracdo ndo fossem os teores deste nutriente obtidos em raizes
do clone tolerante sob o efeito de estresse hidrico. Ha indicios que o clone i144 absorva
e acumule mais Ca do que o0 i042, pois seu teor de Ca nas raizes foi maior sem que
tenha havido um efeito de concentracdo (Qugdiandlise de variancia (p<0,10) para
MSR mostrou ndo haver diferenca estatistica entre clones nos tratamentos com presenca
de estresse hidrico, demonstrando que o clone tolerante possui maior capacidade de
absorcado e acumulo de Ca.

Os maiores teores de Ca foram encontrados em folhas velhas, com destaque para o

clone i144 por sua maior capacidade de acumulo do nutriente. A relagdo Ca x B foi
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consistentemente maior no clone i144 do que no i042, a excec¢ao no tratamento em que
os dois nutrientes foram omitidos sem que a restricdo hidrica fosse aplicada (Figura 4).

Esta é mais uma evidéncia da maior demanda de Ca pelo i144.
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+Ca+B +Ca-B -Ca+B -Ca-B

Figura 4— Relacdo Ca x B em dad.glos clones i042 (sensivel ao estresse hidrico) e i144 (tolerante ao
estresse hidrico) submetidos aos tratamentos de presenca (+) e aus@adia(e)B e presencd( ) ou
ausénciafy ) de estresse hidrico deD MPa.

3.3 Trocas Gasosas

O estresse hidrico afetou negativamente a taxa fotossint&}jca ¢ondutancia
estomaticads) e a taxa transpiratérid) de ambos os clones (Figura 6). Resultados
semelhantes foram obtidos por Lima et al. (2003) em diferentes espécies de eucalipto.
Segundo Faria et al. (1998)Taiz e Zeiger (2013), o déficit hidrico € um dos fatores
gue mais limitam a fotossintese e o crescimento, fato respaldado pelos resultados aqui
apresentados.

Em boas condi¢cGes hidricas o clone i042 apresentou, em relacdo ao clone i144,

maiores valores dé\. A diferenca, apesar de ndo se mostrar tdo alta (6%), foi
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significativa (p<10). Ja em condi¢cOes de estresse hidricéo diferiu entre os clones.
Esperava-se que a diferenca percentualA entre plantas com e sem estresse fosse
menor para o clone tolerante, o que n&o foi confirmado. Ela foi semelhante para os dois
clones (24%), o que indica que os efeitos de uma restricdo hidrica correspondente a -1,0
MPa suplantam os possiveis mecanismos, controlados geneticamente, de mitigacdo a
seca.

Em condi¢bes de estresse hidrico, o B e Ca afetaram diferenteméniesa
clones. O clone 042 na presenca apenas de B e sob estresse hidrico (-Ca+BCE)
apresentou valores semelhantes (16,5 umain(p<10) aqueles na melhor condicdo
nutricional sem estresse (19,7 pmdlsn). J& o clone i144 apresentou maior valoAde
sob estresse hidrico quando na presenca de Ca, o que condiz com os resultados
anteriormente apresentados de matéria seca e teores do nutriente em FN e Aadlzes. A
+Ca+BSE foi de 16,8 pmolhs! contra 13,6 pmol.fiis’ do +Ca+BCE e 16,3
umol.nf.s* do +Ca-BCE. Esses resultados corroboram aos encontrado por Silva et al.
(comunicacéo pessoal), pelos quais, condicdes de déficit hidrico, o Ca foi fundamental
para reducdo dos efeitos do estresse hidrioh daeucalipto, resultando em maiores taxas do
gque na auséncia do Ca. Para os demais parametros de trocas gasosas, a resposta dos clones i04
e i144 ao Ca e ao B seguiu a mesma tendéncia (Figurd@yrichi (2009) cita que os
nutrientes influenciam a fotossintese de plantas em diversos aspectos relacionados a sua
fisiologia. Um desses aspectos € o funcionamento e integridade da membrana
plasmética.

Dentre os parametros avaliadog@foi aquele mais fortemente afetado pela
condicdo de estresse hidrico. Isto ocorre uma vez que a primeira e mais sensivel
resposta a deficiéncia hidrica é a diminuicdo da turgescéncia, por meio da qual ocorre o
fechamento dos estdmatos (Larcher, 2006). A diferenca percentual entre tratamentos
com e sem estresse foi de 64,5 %, com uma tendéncia de menor afetgejuelda
estresse hidrico para o clone i144. Isto mostra que o eucalipto apresenta, ainda que em
diferentes graus para diferentes materiais, controle estomatico eficiente em condi¢fes de
baixa disponibilidade hidrica, conforme também relatado por Almeida e Soares (2003) e
Tatagiba (2006). Segundo Cunningham (2004), plantas submetidas a condi¢des
climaticas desfavoraveis tendem a se proteger contra desidratacdo, o que depende da
funcionalidade dos estdmatos no controle da perda de agua pela transpiracdo (Lima et
al., 2003). Em razdo da taxa de transpiracdo (E) ser estritamente dependente da
magnitude da abertura estomatica, mensurada neste trabalho por mg® ak
diferencas de E entre os tratamentos dentro de um mesmo clone foram quase idénticas
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as observadas egs. Apesar da mesma tendéncia observada para A quanto a resposta a
B e Ca para os clones i042 e i144, nenhum dos tratamentos com estes nutrientes na
condicdo de estresse hidrico mostrou resultado semelhante aos tratamentos na condicao
sem estresse.

Em relacdo a concentracdo interna de carb@npg relacdo carbono interno x
carbono externo(j/Ca) ndo houve diferenca entre clones, mesmo na condigcdo sem
estresse hidrico (p<5) (Figura 6). Isto poderia sugerir maior eficiéncia na utilizacdo de
CO; pelo clone i144 em razdo de sua menor condutancia estomatica, nao fosse a maior
A do clone i042, o que o levaria ao maior consumo de O dados deste trabalho
indicam que as diferencas @i e Ci/Ca estdo associadas somente a diminuicao
acentuada da condutancia estomatica, o que reflete a condicdo de estresse hidrico a que
as plantas foram submetidas. Ainda em relag@oeaCi/Ca, somente o tratamento com
a presenca apenas de Ca (+Ca-BCE) foi semelhante aos tratamentos com condicéo
hidrica normal (p<10) no clone i144, o que refor¢a importante papel deste nutriente na
mitigacao desse tipo de estresse na auséncia de B.

Os dados de trocas gasosas sao consistentes com a producdo de matéria seca €
ambos séo respaldados pela observacédo de campo, pela qual o clone i042, em situacdes
onde o periodo de déficit hidrico ndo é tao prolongado, é mais produtivo que o clone
1144 (informagdo pessha Ambos os clones sédo bastante exigentes em B. Na
ocorréncia de periodo prolongado de déficit hidrico o clone i042 rapidamente expressa
sintomas que iniciam com a seca de ponteiros, avancando para uma murcha de folhas e
dessecacao total das arvores. Ja o clone i144 é muito mais tolerante a essa condicao,
pouco expressando os sintomas descritos. Os resultados desse estudo sugerem que &
tolerancia deste clone pode estar ligada a uma maior capacidade de absorcédo e acumulo
de Ca e que, por sua maior abundéancia, muitos processos antiestresse como manutencao
do tugor celular pela entrada de agua nas células através das aquaporinas, mensageiro
secundario a respostas ambientais, regulacdo do metabolismo antioxidante promovendo
maior atividade das enzimas antiestresse (catalase - CAT, superdxido dismutase - SOD,

peroxidase- POD), seriam favorecidos.

3.4 Fluorescéncia da Clorofila a
Em plantas submetidas a condi¢cfes de déficit hidrico ocorre o desenvolvimento
de estresse luminoso no fotossistema Il (FSIl), uma vez que a etapa fotoquimica da
fotossintese continua a absorver energia luminosa, mas a demanda por poder redutor da

etapa bioquimica € menor, em funcao da reducéo das taxas fotossintéticas, que, por sua
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CLONE 042 CLONE i144

CLONE 042 CLONE i144

Figura 5 Taxa fotossintética (A), condutancia estomatigg, (concentracdo interna carborn®i)( taxa
transpiratéria (E) e relacdo carbono interno x carbono extern@dGibs clones 1042 (sensivel ao
estresse hidrico) e i144 (tolerante ao estresse hidrico) submetidos aos tratateeptesenca (+) e

auséncia (-)de CaeBepresern_ a( )ou auséfi}ia () de ddthéssele— 0,65 MPa. Continua...
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Figura 5 (Cont.) Taxa fotossintética (A), condutancia estomatgsy, Concentracao interna carbor@i)(
taxa transpiratéria (E) e relacdo carbono interno x carbono exteri@a) @ds clones i042 (sensivel ao
estresse hidrico) e i144 (tolerante ao estresse hidrico) submetidos aos tostateepresenca (+) e
auséncia (-) de Ca e B e preser{ia)(ou ausénciaf ) de estresse hidrice G5 MPa.

CLONE 042 CLONE i144

Figura 6 Taxa fotossintética (A), conduténcia estomatigsg, (concentragao interna carbor®i)( taxa
transpiratéria (E) e relagcdo carbono interno x carbono extern@dGibs clones 1042 (sensivel ao
estresse hidrico) e i144 (tolerante ao estresse hidrico) submetidos aos tratateeptesenca (+) e
auséncia (-) de Cae B e presen{l () ou ausdffia ( ) deedsireiso de- 1,0 MPa. Continua..
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Figura 6 (Cont.) Taxa fotossintética (A), condutancia estomatisy, concentracéo interna carborg@i)(
taxa transpiratéria (E) e relacdo carbono interno x carbono exter@a)@dsclones i042 (sensivel ao
estresse hidrico) e i144 (tolerante ao estresse hidrico) submetidos aos trataleeptesenca (+) e
auséncia (-) de Cae B e presen{l () ou ausdfia ( ) deedsireiso de- 1,0 MPa.

vez, ocorre, inicialmente, em funcdo do fechamento estomético. Por esta razdo as
analises de fluorescéncia da clorofila a vém sendo utilizadas como bons indicadores do
nivel de estresse ao qual as planta&oesibmeti@s (Bolhar-Nordenkampf e Oquist,

1993; Lichtenthaler e Miehé, 1997; Maxwell e Johnson, 2000).

Foi verificado em ambos os clones, que apenas para a condicdo de estresse
hidrico, houve alteracbes na taxa de transporte de elétrons (ETR), no rendimento
guantico efetivo do fotossistema Il ()ye no rendimento quantico da dissipacdo de
energia regulada no fotossistema Ik&¥) (Figura 6). As quedas fotossintéticas foram
associadas a significativa reducdo da ETR. Esta queda na ETR néo esta associada a
guedas nos valores de gL, indicando que os centros de reacédo do PSIl ndo se oxidaram.
O Y, que mede a quantidade de energia utilizada na fotossintese também foi
significativamente reduzida pela condi¢cdo de estresse hidrico. A energia ndo utilizada
nos processos fotoquimicos foi dissipada, como observado pelo aumeniegdBste
parametro esta relacionado ao processo pelo qual a energia luminosa € rapidamente
dissipada no complexo antena do FSIlI (Pogson e Rissler, 2000; Pérez-Bueno et al.,
2008). Essa dissipacao de energia ocorre como forma de eliminar o excesso de energia
absorvido no complexo antena do FSII, evitando, assim, danos foto-oxidativos
(Klughammer e Schreiber, 2008). Esses resultados s&o semelhantes aos encontrados por
Rocha (2013) em plantas de eucalipto submetidas ao estresse hidrico.



Figura 7 Taxa de transporte de elétrons (ETR), Coeficiente de extincdo fotoquimicdR@idimento
guantico efetivo do Fotossistema II()Ye Rendimento quantico de dissipacdo de energia regulada no
Fotossistema Il (Mpq) em clones de eucalipto sob condi¢des ou ndo de estresse aidfigd MPa.

Figura 8 Taxa de transporte de elétrons (ETR), Coeficiente de extingdo fotoquimijcdR@idimento
quéantico efetivo do Fotossistema 1l()Ye Rendimento quéntico de dissipacdo de energia regulada no
Fotossistema Il (Neg) em clones de eucalipto sensivel (i042) e tolerante (dd4é¥tresse hidrica— 1,0

MPa.
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Na comparacédo entre os clones i042 e i144 ao estresse hidrico foi observado que o
primeiro apresentou maior ETR @,¥nas menor ¥po O significado disto € que 0 1042
estaria dissipando menos energia na forma de calor, o que poderia levar a formacéo de
espécies reativas de oxigénio devido ao excesso de elétrons ndo aproveitados no ciclo
bioguimico da fotossintese. Esta proposicdo se adequa a condicdo de maior
sensibilidade do clone i042 ao estresse hidrico.

4 CONCLUSOES

e O crescimento e as trocas gasosas em ambos os clones foram negativamente afetadc
pelo estresse hidrico, mas o papel do Ca e do B na mitigagdo dos efeitos do estresse
variou com o clone. Para o clone mais sensivel a seca o B permitiu mitigagdo mais

acentuada enquanto que no mais tolerante o Ca foi mais efetivo na mitigacao.

e Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a tolerancia ao estresse hidrico
comumente observado em campo para o0 clone 144, possa estar ligada a maior
absorcdo e acumulo de Ca, que favoreceria varios processos antiestresse na planta

S&o0 necessérias outras andlises para confirmar esses efeitos positivos.

e Os resultados de fluorescéncia mostram que, comparativamente ao clone i144, o
clone i042 possui maiores valores de ETR,endo acompanhados pelap$, 0 que
se traduziria numa maior formacdo de espécies reativas de oxigénio e maior

sensibilidade ao estresse hidrico.
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CONCLUSOES GERAIS

s

Os resultados deste trabalho confirmam que o clone i144 € tolerante as
condicbes de déficit hidrico. Depois de ter passado por um periodo de baixa
precipitagdo pluviométrica seu PAA foi consideravelmente menor que o dos demais
materiais genéticos que também estiveram sob a mesma coigade lenho, uma
possivel caracteristica para selecdo precoce de materiais genéticos tolerantes a seca
mostrou correlacdo negativa com PAA nos dois primeiros anos de crescimento, 0 que
pode ser decorrente de absorcdo de agua de camadas mais profundas do solo. Existe
também correlagdo entre /& do lenho senil com a de folhas. Apesar disso,
recomenda-se a utilizacdo conjuntaxdae folhas ou lenho com &0 de folhas ou
lenho para melhor identificacdo de materiais tolerantes. Em condicbes de casa de
vegetacao, a producdo de matéria seca e as trocas gasosas em um clone tolerante (i144)
e outro sensivel (i042) a seca foram afetadas pela condigdo de estresse hidrico, mas esse
efeito foi menos intenso quando as plantas estavam adequadamente nutridas com Ca e
ou B. Observou-se que o clone i144 teve maior absorcao e acumulo de Ca em relacéo ao
clone i042, o que sugere que a maior tolerdncia do primeiro possa estar relagionada
processos antiestresse na planta, como manutencdo do tugor celular pela entrada de
agua nas células através das aquaporinas. Para o clone sensivel, a presenca de B se
mostrou mais efetiva na mitigacao dos efeitos do estresse. Os maiores valores de ETR e
Y e menor valor de Neg para o clone i042 indicaformacé@o mais intensa de espécies
reativas de oxigénio o que explica sua maior sensibilidade ao estresse hidrico.
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Quadro 1A. Andlise de variancia e teste de médias (Tukey < 0,10) para matéria secéMi&Rpimatéria seca de parte aérea (MSPA) e

matéria seca total (MST) para clones de eucalipto submetidos ao estresse hidi@bddPa

Degr. of Freedom|| MSRSS MSRMS MSRF MSRp [MSPA SS MSPAMS MSPAF MSPAp | MSTSS MSTMS MSTF MST p
Intercept 1|| 345,7216 345,7216 665,7995 0,000000f 3118,172 3118,172 699,2958 0,000000f 3118,172 3118,172 699,2958 0,000000
CLONE 1 7,9700 7,9700 15,3488 0,000301| 162,647 162,647 36,4761 0,000000 162,647 162,647 36,4761 0,000000
TRATAMENTO 7 9,1729 1,3104 2,5236 0,028068 41,286 5,898 1,3227 0,261911 41,286 5,898 1,3227 0,261911
CLONE*TRATAMENTO 71 53663 07666  1,4764 0,200027| 40,933 5848  1,3114 0,267058| 40,933 5848  1,3114 0,267058
Error 45 23,3666 0,5193 200,656 4,459 200,656 4,459
Total 60| 46,7899 442,389 442,389
CLONE| TRAT. MSR| 1 | 2 | 3 | [coNE| TRAT. MsPAl 1 [ 2 [ 3 || CLONE| TRAT. |MST[ 1 [ 2 [ 3
i042 | +Ca-BCE|4,09 s+xx| | 042 [+Ca-BSE|10,70 sss+| | j042 | +Ca-BSE[10,70 *ees
i042 |+Ca+BCE|3,41 sexxwxxx| | 042 | +Ca-BCE|10,36 ssxx |exxx| | 042 | +Ca-BCE|[10,36
i042 | +Ca-BSE|2,79[***x [**»x [xxxx| | j042 [+Ca+BCE| 9,32 [**** [*xxx [xxxx[ | j042 |+Ca+BCE| 9,32 [**x [*xxx [xxxx
i042 | -Ca-BCE [2,52[**** [**** [sxxx| | j042 | -Ca-BSE| 8,09 [**** [*xxx [xxxx| [ 042 | -Ca-BSE | 8,99 [**** [xxxx [xxxx
i144 | +Ca-BCE[2,43[*** [xxxx [sxxx| | j042 |+Ca+BSE| 8,57 [#*** [*xxx [xxxx| [ 042 |+Cat+BSE| 8,57 [**** [xxxx [xxxx
i042 | -Ca-BSE |2,40[***x [**x [xxxx| | j042 |-Ca+BSE| 8,34 [**** [*xxx [xxxx[ | j042 |-Ca+BSE| 8,34 |**xx [*xxx [xxxx
i042 | -Ca+BCE|2,37|**** [*** i042 | -Ca+BCE| 8,01 [**** [xxxx [xxxx| | 042 |-Ca+BCE| 8,01 [**** [##x [xxxx
i144 |+Ca+BSE|2,36|**** [xxxx 1144 |+Ca+BSE| 8,00 [**** [*xxx [xxxx| | 144 |+Ca+BSE| 8,00 [**** [**** [xxxx
i042 | -Ca+BSE|2,26|**** [**** i042 | -Ca-BCE | 6,43 [**** [xxxx [xxxx| | 042 | -Ca-BCE | 6,43 [**** [***x xxxx
i042 | +Ca+BSE|2,25|**x* [**xx i144 | -Ca+BSE| 6,11 [**** [xxxx [xxxx| | {144 | -Ca+BSE| 6,11 [**** [xxxx [xxxx
i144 | -Ca+BCE|2,25|***x [**x [xxxx| | {144 |+Ca+BCE| 5,62 |**** [***x i144 |+Ca+BCE| 5,62 [**** [xxxx
i144 | -Ca-BCE |2,22|**** [**** i144 | +Ca-BSE| 5,29 [**** i144 | +Ca-BSE| 5,29 [****
i144 |+Ca+BCE|2,12[**x* [*xxx i144 |+Ca-BCE| 4,96 |**** i144 |+Ca-BCE| 4,96 |****
i144 | -Ca+BSE[1,91[**** [xxxx i144 | -Ca-BSE | 4,88 [**** i144 | -Ca-BSE | 4,88 [****
i144 | +Ca-BSE|1,56|**** i144 | -Ca-BCE | 4,85 [**** i144 | -Ca-BCE | 4,85 |****
i144 | -Ca-BSE |[1,42|**** i144 | -Ca+BCE| 4,71 [**** i144 | -Ca+BCE| 4,71 [****




Quadro 2A. Andlise de variancia e teste de médias (Tukey < 0,10) para matéda szzg MSR), matéria seca de folha (MSF), matéria
seca de parte aérea (MSPA) e matéria seca total (MST) para clones de eucalipto submetidos ao estresselhifyittiPde

Degr. of Freedojn MSRSS MSRMS MSR F MSlﬂp MSF SS MSFMS MSFF MSFp V\%’ISPA MS MSPA F MSPA;j‘ MST SS MSTMS  MST F MSTJ
Intercept 560,1206 560,1206 484,9322 0,00(0000 1800,565 18)a@&K5730 0,000000 5064,159 5064,759 469,3366 0,0(0000 8993093486 488,8265 0,000
CLONE U 14,7426 14,7426 12,7636 0,000691 50,213 50,213 12,342183800161,84f 161,847 14,9979 0,000P62 274,284 274,284 14,9083 D
TRATAMENTO 71 7,2400 1,0343 0,8954 0,515{82 121,821 17,403 4,277@063% 346,1{ 49,450 4,5823 0,000fSS 442,113 63,159 3,4329 0O,
CLONE*TRATAMENTO 7| 10,5585 1,5084 11,3059 0,262¢55 43,598 6,228 30950,173611 133,190 19,027 1,7632 0,11()954 215,918 30,845 1,67&63
Error 62 71,6131 1,1550 252,241 4,068 669,062 10791 1140,683 18,398
Total 77|104,6187 469,972 1317,713 2083,238
CloNE| TRAT. [MSR[ 1 [ 2 | |coNE| TRAT. [MSF[ 1 [ 2 [ 3 [ 4 || coNe| TRAT. [MsPA[ 1 [ 2 [ 3 |[clong| TRAT. |[msT[ 1 [ 2
i042 |+Ca+BSE|4,05 **xx| | j042 |+Ca+BSE|8,21 rrrx i042 | +Ca+BSE]| 14,01 #++x| | j042 |+Ca+BSE|18,06 *xrx
i042_| +Ca-BSE|3,92[*** [***+| [ 042 | +Ca-BSE|7,90 x|k i042_| +Ca-BSE| 13,70 ++x| | 042 | +Ca-BSE[17,61 xrn
i042 |-Ca+BCE|3/45|**** [***+| [ j042 |-Ca+BSE|6,76 Rl kel e i042 | -Ca+BSE| 11,03 sxsx [xxxs| | j042 | -Ca+BSE[14,11[x*#* [xxxx
i042 | -Ca-BSE |3,08[**** [****| [ 042 | -Ca-BSE |6,36**** [xxxx [xxxx [k i042 | -Ca-BSE | 10,59 [***+ [xx* [xxxx| | 042 | -Ca-BSE [13,67[**** [x***
i042 | -Ca+BSE|3,08[**** [****| [ {144 |+Ca+BSE|5,24|**** [xxxx [xxxx [okkk 1042 [+Ca+BCE| 8,91 [***x [xx*x[xxxx| | j042 |+Ca+BCE|11,85[**** [x***
i042 [+Ca+BCE| 2,94 [**** [**+| [ {042 |-Ca+BCE|4,09|**** [xxxx [xxxx ik i144 [+Ca+BSE| 8,62 [*** [xxx [xxxx| | j042 |-Ca+BCE|11,74**xx [xxxx
i144 |+Ca+BSE|2,48[**** [****| [ 042 |+Ca+BCE[4,09|**** [xxxx [xxxx [okkx i042 | -Ca+BCE| 8,28 [***+ [xxxx [xxxx| | {144 |+Ca+BSE|11,10[***x [xx*x
i144 | -Ca-BCE | 2,44 [***x [xxsx| | 144 | -Ca+BSE[4,50[*** [xxxx [xxxx [wrex i144 | -Ca+BSE| 7,49 [*** [xx*x[xxxx| | {144 | -Cat+BSE| 9,81 [**** [x**x
i144 [+Ca+BCE|2,43[**** [**+| [ {144 | -Ca-BSE [4,40|**** [xxxx [xxxs ik i144 [+Ca+BCE| 7,32 [#**x [xxxx [wxxx| | 144 |+Ca+BCE| 9,75 [***x [xxxx
i144 | -Ca-BSE 2,34 [**** [***x| [ {144 |+Ca+BCE|4,38|**** [xxxx [xxxx [okrx i144 | -Ca-BSE| 7,19 [#**x [xxxxwxxx| | j144 | -Ca-BSE| 9,53 [*x**+ [x**+
i042 | -Ca-BCE |2,32[**** [****| [ {144 | +Ca-BSE|3,09**** [xxxx [xxxx i144 | +Ca-BSE| 6,47 [x**+ [x*x+ i144 | -Ca-BCE | 8,56 [****
i144 | -Ca+BSE|2,32[**** [****| [ {144 | -Ca-BCE |3,71**** [xxxx [xxxx i144 | -Ca-BCE | 6,12 [***x [xxx i144 | +Ca-BSE| 8,20 [****
i144 |+Ca-BCE|2,15[**** [**+*| | j042 | -Ca-BCE |3,45|**** [**xx i042 | -Ca-BCE | 5,88 [***+ [x*x« i042 | -Ca-BCE | 8,20 [****
i042 [+Ca-BCE|2,13[**** [****| | 144 |+Ca-BCE|3,07|**** [**** i144 | +Ca-BCE| 5,12 [**** [xxxx i144 |+Ca-BCE| 7,27 [****
i144 |-Ca+BCE|2,13[***x [x*xx| [ {144 [-Ca+BCE|2,82[**** [**** i144 | -Ca+BCE| 4,75 [**** [x*** i144 |-Ca+BCE| 6,88 [****
i144 | +Ca-BSE|1,74[**** i042 | +Ca-BCE|2,31[**** i042_|+Ca-BCE| 3,80 [**** i042 |+Ca-BCE| 5,94 [****
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Quadro 3A. Andlise de variancia e teste de médias (Tukey < 0,10) para Taxa fotossintétmad{Afincia estomatica (gs), concentracao
interna carbono (Ci), taxa transpiratoria (E) e relacdo carbono interno x carbono externo (Ci/Ca) doB4@ofsemsivel ao estresse
hidrico) e i144 (tolerante ao estresse hidrico) submetidos aos tratamentos de presenca (+) e ausénciaB-¢ gee€anga ou auséncia
de estresse hidrico d€),65 MPa

Degr. of Freedom| A SS A MS AF Ap gs SS gs MS gs F gs p Ci SS Ci MS Ci F Cip
Intercept 1f| 19953,56 19953,56 3591,336 0,000000“ 10,79813 10,79813 2164,373 0,000000“ 5700405 5700405 15016,96 0,000000‘
Tratamento 7| 458,67 65,52 11,793 0,000000] 2,66969 0,38138 76,444 0,000000] 115727 16532 43,55 0,000000
Clone 1 24,23 24,23 4,361 0,040632| 0,01331 0,01331 2,667 0,107189 26 26 0,07 0,794748
Interagao Trat x Clone 7 70,52 10,07 1,813 0,099318| 0,07172 0,01025 2,054 0,061148 6463 923 2,43 0,027966
Error 66| 366,70 5,56 0,32928  0,00499 25053 380
Total 81 937,30 3,13897 147858

Degr. of Freedom| E SS E MS EF Ep H Ci/CaSS Ci/CaMS Ci/CaF Ci/Cap
Intercept 1f| 42,25886 42,25886 14754,06 0,000000( 1834,446 1834,446 3511,448 0,000000
Tratamento 7|1 0,91472 0,13067 45,62 0,000000| 252,796 36,114 69,128 0,000000
Clone 1| 0,00006 0,00006 0,02 0,885285 0,908 0,908 1,738 0,191907
Interagao Trat x Clone 7] 0,05075 0,00725 2,53 0,022741 12,470 1,781 3,410 0,003599
Error 66/ 0,18904 0,00286 34,480 0,522
Total 81 1,16005 306,553
Clone TRAT. A Mean 11 2] 3] 4]||Clonel] TRAT. |gsMean| 1 |2 [ 3] 4 Clone TRAT. Ci Mean 112[3]4
042 +Ca+BSE 19,69915 i i042[+Ca+BSE | 19,69915 i i144 +Ca-BSE | 307,2670 il
042 -Ca+BSE 18,43590 e e i042[-Ca+BSE | 18,43590 | e i042 +Ca-BSE | 307,1123 i
i042 +Ca-BSE 18,35844 | i042|+Ca-BSE [ 18,35844 ] i144 [+Ca+BSE| 305,6405 b
i144 -Ca+BSE 17,79892 | i144|-Ca+BSE [ 17,79892 ] e 042 -Ca+BSE | 303,2492 i
i144 +Ca-BSE 17,54960 | e i144|+Ca-BSE [ 17,54960 ] e 042 -Ca-BSE | 302,3152 b
042 -Ca-BSE 17,44647 e [ i042(-Ca-BSE | 17,44647 k| e i042 [+Ca+BSE| 300,3656 il
i144 -Ca-BSE 17,37279 e [ i144(-Ca-BSE | 17,37279 | e i144 -Ca-BSE | 298,9579 il
i144 +Ca+BSE 16,82468 || e i144[+Ca+BSE | 16,82468 | | e i144 -Ca+BSE | 298,1746 il
042 -Ca+BCE 16,53026 el Dl Ml i042(-Ca+BCE | 16,53026 | e | e i144 +Ca-BCE | 262,9321 | e
i144 +Ca-BCE 16,33724 | Frw% | x| x| wex i144|+Ca-BCE [ 16,33724 | *xxx| *wxx| wwwx] *oxx 042 -Ca+BCE | 256,6456 i
042 +Ca+BCE 14,71309 | *** | xox [re* i042|+Ca+BCE [ 14,71309] ***x| ***x| **** 042 +Ca-BCE | 240,0106 |
042 +Ca-BCE 14,0234 | Fx* [ xos [roee* i042|+Ca-BCE [ 14,02341 | ***x| ***x| **** i144 [+Ca+BCE| 237,9989 [*x** [xxx*[xxx*
i144 +Ca+BCE 13,6122 | x| e [xoex i144[+Ca+BCE | 13,61212] ***x| ****| ***x i042 [+Ca+BCE| 229,1812 [****|****|****
042 -Ca-BCE 11,92873 | ****|**** i042(-Ca-BCE | 11,92873| ****| **** i144 -Ca-BCE | 218,4614 |****|****
i144 -Ca+BCE 11,57547 |7 i144(-Ca+BCE | 11,57547| *** i144 -Ca+BCE | 216,9707 | [****|***
i144 -Ca-BCE 11,23298 | **** i144(-Ca-BCE | 11,23298| **** i042 -Ca-BCE | 198,3925 |****
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Quadro 3A. Andlise de variancia e teste de médias (Tukey < 0,10) para Taxa fotossintétmad(#Afincia estomatica (gs), concentracao
interna carbono (Ci), taxa transpiratoria (E) e relacdo carbono interno x carbono externo (Ci/Ca) doB4@ofsemsivel ao estresse
hidrico) e i144 (tolerante ao estresse hidrico) submetidos aos tratamentos de presenca (+) e ausénciaB(-¢ gee€anga ou auséncia
de estresse hidrico d€),65 MPa (continuagao)

Clone TRAT. E Mean 112 3] 4 |[|Clonel] TRAT. (Ci/CaMean|[ 1| 2| 3| 4
i042 +Ca-BSE 7,086669 **** 1 j042 | +Ca-BSE | 0,839746 il
i144 +Ca-BSE 6,763724 x| 144 | +Ca-BSE | 0,839265 el
i042 -Ca+BSE 6,760819 x| 144 |+Ca+BSE| 0,833294 il
i042 +Ca+BSE 6,358257 x| j042 | -Ca+BSE | 0,829945 il
i042 -Ca-BSE 6,303361 x| 042 | -Ca-BSE | 0,826329 il
i144 -Ca+BSE 6,298651 %1 j042 |+Ca+BSE| 0,822488 rE
i144 +Ca+BSE 6,108371 wrek x| i144 | -Ca-BSE | 0,817892 bl
i144 -Ca-BSE 6,020928 wrek [xex) 144 | -Ca+BSE | 0,814117 il
i144 +Ca-BCE 4,437521 R | e i144 | +Ca-BCE | 0,715614 |
i042 -Ca+BCE 4,283276 rE i042 | -Ca+BCE | 0,697931 il
i144 +Ca+BCE 3,384558 | x| wrex i042 | +Ca-BCE | 0,650587 ek | ek
i042 +Ca-BCE 3,382315 | ¥ | xawx i144 | +Ca+BCE | 0,644491 |*xxx|*wwx|weex
i042 +Ca+BCE 2,983117 | **x| x> i042 |+Ca+BCE | 0,621527 |**x|*xwx|xwx
i144 -Ca+BCE 2,302375 |**** i144 | -Ca-BCE | 0,589189 |****|****

i144 -Ca-BCE 2,251529 |**** i144 | -Ca+BCE | 0,584757 [****|****

i042 -Ca-BCE 2,119622 |**** i042 | -Ca-BCE | 0,536160 [****
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Quadro 4A. Andlise de variancia e teste de meédias (Tukey < 0,10) para Taxa fotossintétmad{fAfncia estomatica (gs), concentracao
interna carbono (Ci), taxa transpiratoria (E) e relacdo carbono interno x carbono externo (Ci/Janedog)42 (sensivel ao estresse
hidrico) e i144 (tolerante ao estresse hidrico) submetidos aos tratamentos de presenca (+) e aus@&@wia B)edgresenca ou auséncia
de estresse hidrico del,0 MPa

Degr. of Freedom|| A SS A MS AF Ap gs S8 gs MS gs F gs p || Ci SS Ci Ms Ci F Cip |
Intercept 1f| 13735,85 13735,85 2101,970 0,000000] 5,667388 5,667388 556,6338 0,000000] 4364966 4364966 457,3515 0,000000
trat. ID 7| 1501,83 214,55 32,832 0,000000f 2,333908 0,333415 32,7471 0,000000 229277 32754 3,4319 0,003485
Clone ID 1 0,00 0,00 0,000 0,993617| 0,002889 0,002889 0,2838 0,596060 254 0,0266 0,870938
Interag&o Trat x Clone 7 94,20 13,46 2,059 0,060675| 0,063115 0,009016 0,8856 0,522991 6902 986 0,1033 0,997952
Error 65 424,76 6,53 0,661800 0,010182 620360 9544
Total 80| 2047,05 3,118637 862623
Degr. of Freedom|[ E SS E MS EF E p Ci/CaSS Ci/CaMS Ci/CaF Ci/Cap

Intercept 1| 1510,319 1510,319 865,2600 0,000000] 31,64566 31,64566 516,5661 0,000000
trat. ID 7| 384,189 54,884 31,4431 0,000000f 1,67792 0,23970 3,9128 0,001287
Clone ID 1 0,322 0,322 0,1844 0,669040{ 0,00129 0,00129 0,0210 0,885272
Interag&o Trat x Clone 7 4,779 0,683 0,3912 0,904270] 0,05223 0,00746 0,1218 0,996548
Error 65 113,458 1,746 3,98200 0,06126
Total 80| 511,611 5,76057
Clone| TRAT. [AMean| 1 [ 2| 3 | [Clone| TRAT. gsMean [ 1] 2 | [Clone| TRAT. |Ci Mean]| 1

i042 | -Ca-BSE |19,61680 ) L1042 |[+Ca+BSE| 0,53165 ] L1042 |+Ca+BSE | 298,0467 | ****

i042 [+Ca+BSE|18,89285 1 042 | -Ca-BSE | 0,50798 ) 144 |+Ca+BSE | 294,9993 | ****

i144 | +Ca-BSE |17,96977 ] 144 [+Ca+BSE| 0,44310 ) Li144 | -Ca+BSE | 292,8454 | ****

i042 | -Ca+BSE |17,71814 ] [i144 | -Ca+BSE | 0,44111 > |Li144 | +Ca-BSE | 287,6100 | ****

i144 [+Ca+BSE|17,18958 ) [Li144 | +Ca-BSE | 0,42970 ****] |.i042 | -Ca-BSE | 286,9468 | ****

i144 | -Ca+BSE |17,06476 ] |i042 | -Ca+BSE | 0,42471 ****) |Li144 | -Ca-BSE | 284,4796 | ****

i042 | +Ca-BSE [16,95433 **] 1i042 | +Ca-BSE | 0,39356 | [Li042 [ -Ca+BSE | 280,8510 | ****

i144 | -Ca-BSE [16,65124 ) [i144 | -Ca-BSE | 0,38918 ) 042 | +Ca-BSE | 268,3223 | ****

i144 | -Ca+BCE [14,93459 ] |Li144 [ -Ca+BCE | 0,14539 | i144 [+Ca+BCE | 233,2938 | ****

i144 |+Ca+BCE [10,29721 [****|**** i144 |+Ca+BCE| 0,13305 [**** i144 [ +Ca-BCE | 229,8546 | ****

i042 [ -Ca+BCE | 9,77200Q |****|**** i042 [ -Ca+BCE | 0,12678 |**** i042 [ -Ca+BCE | 228,4154 | ****

i042 [+Ca+BCE| 9,31055 |**** i042 [+Ca+BCE| 0,10345 |**** i042 [+Ca+BCE|216,5614 | ****

i042 | -Ca-BCE | 8,10562 |**** i144 | -Ca-BCE | 0,09352 |**** i144 [ -Ca+BCE | 202,9287 | ****

i042 | +Ca-BCE | 7,81510 |**** i042 | -Ca-BCE | 0,08060 |**** i042 [ +Ca-BCE | 192,6555 | ****

i144 | -Ca-BCE | 7,78123 [**** i042 | +Ca-BCE [ 0,07880 [**** i042 | -Ca-BCE | 142,3784 | ****

i144 | +Ca-BCE | 6,33492 [**** i144 | +Ca-BCE | 0,07322 [**** i144 | -Ca-BCE | 117,5895 | ****
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Quadro 4A. Andlise de variancia e teste de médias (Tukey < 0,10) para Taxa fotossintétmad(Afincia estomética (gs), concentracao
interna carbono (Ci), taxa transpiratoria (E) e relacdo carbono interno x carbono externo (Ci/Ca) doB4@ofsemsivel ao estresse
hidrico) e i144 (tolerante ao estresse hidrico) submetidos aos tratamentos de presenca (+) e adeédaia B)e presenca ou auséncia
de estresse hidrico d€l,0 MPa (continuacgéo)

Clone| TRAT. |E Mean| 1 | 2 Clone| TRAT. |Ci/Ca Mean| 1
i042 |+Ca+BSE |7,450572 el i042 |+Ca+BSE| 0,810787 |****
i042 | -Ca-BSE |7,326700 el i144 |+Ca+BSE| 0,797226 |****
i144 [+Ca+BSE [6,792977 o i144 | -Ca+BSE | 0,793542 [****
i042 | +Ca-BSE [6,612337 FHHE i042 | -Ca-BSE | 0,781182 [****
i144 | -Ca-BSE |(6,424487 FrHE i144 | +Ca-BSE | 0,774280 [****
i144 | -Ca+BSE [6,370640 rHE i144 | -Ca-BSE | 0,773384 |****
i042 | -Ca+BSE |6,254755 il i042 | -Ca+BSE | 0,763353 |****
i144 | +Ca-BSE |6,194112 el i042 | +Ca-BSE | 0,721581 |****

i144 | -Ca+BCE [2,988678 [*** i144 |+Ca+BCE|[ 0,620840 |****
i144 |+Ca+BCE [2,806644 [*** i042 | -Ca+BCE [ 0,608610 |****
i042 | -Ca+BCE |2,715246 | **** i144 [ +Ca-BCE | 0,607443 |****
i042 |+Ca+BCE[2,248939[**** i042 |+Ca+BCE|[ 0,573304 |****
i144 | -Ca-BCE [2,113616[**** i144 | -Ca+BCE [ 0,526382 |****
i042 | -Ca-BCE [1,944344 [**** i042 | +Ca-BCE [ 0,509616 |****
i042 | +Ca-BCE [1,850792 **** i042 | -Ca-BCE [ 0,392130 |****
i144 | +Ca-BCE [1,664952 **** i144 | -Ca-BCE [ 0,333670 |****
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