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RESUMO

REIS, Lilian Alves Carvalho, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2018.
Identificacido de caracteristicas fisiolégicas relacionadas a tolerancia ao déficit
hidrico em clones comerciais de Eucalyptus spp. e Corymbia spp. Orientador: Juraci
Alves de Oliveira.

N

O déficit hidrico € o maior limitante a produtividade de Eucalipto, portanto, faz-se
necessario incluir andlises que permitam a selecio de individuos superiores em
programas de melhoramento genético com o objetivo de aumentar a produtividade.
Contudo, existem muitas varidveis relacionadas a tolerancia ao déficit hidrico. Assim, o
objetivo desse estudo foi selecionar varidveis que permitam a selecdo precoce de
individuos tolerantes ao déficit hidrico. No primeiro capitulo, caracteristicas ligadas ao
crescimento foram avaliadas e foi observado que as varidveis mais aplicdveis a
separacao de clones para tolerancia foram: peso seco do caule, peso total da planta, taxa
fotossintética, condutancia estomdtica, transpiracdo, incremento % em altura, teor
relativo de 4gua, suculéncia e relagdo Ci/Ca. No segundo -capitulo, varidveis
relacionadas ao metabolismo enzimético antioxidante e estresse hidrico foram avaliadas,
sendo que as varidveis mais aplicdveis a separacdo de clones para tolerancia foram
fotossintese, relacio Fv/Fm, clorofila a, clorofila b e glutationa. No terceiro capitulo,
varidveis relacionadas a sintese de metabodlitos foram avaliadas. As varidveis mais
aplicdveis a separacdo de clones para tolerancia foram fotossintese, relacdo Fv/Fm,
clorofila a, clorofila b e glutationa, dcido abisisico, metil jasmonato e glicose. No quarto
capitulo, varidveis morfoanatdomicas e nutricionais foram avaliadas. As varidveis mais
aplicaveis a separacdo de clones para tolerancia foram condutincia estomatica, relacao
Fv/Fm e concentracdo de cdlcio. As varidveis peso total da planta, incremento em altura
%, teor relativo de dgua sdo uteis na sele¢do e, como vantagem adicional, essas andlises
requerem instrumentos simples como balanca, estufa e fita métrica. Para as varidveis
fotossintese, relacdo Fv/Fm e Condutancia estomdtica € necessdrio o uso do
equipamento IRGA. Assim sendo, essas varidveis podem ser facilmente usadas nas
empresas para a selecao precoce de individuos com potencial para serem tolerantes em
campo, desde que a avaliacdo do material genético seja feita sob condi¢des de déficit

hidrico natural ou simulada.



ABSTRACT

REIS, Lilian Alves Carvalho, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2018.
Identification of the Physiological Characteristics related to tolerance to water deficit
in commercial clones of Eucalyptus spp. and Corymbia spp. Advisor: Juraci Alves de
Oliveira.

The water deficit is the major limiting factor to Eucalyptus productivity. Therefore, it is
necessary to include analyzes that allow the selection of superior individuals in breeding
programs with the objective of increasing productivity. However, there are many variables
related to water deficit tolerance. Thus, the objective of this study was to select variables
that allow the early selection of tolerant individuals to water deficit. In the first chapter,
characteristics related to growth were evaluated and it was observed that variables most
applicable to clones separation for tolerance were: dry stem weight, total plant weight,
photosynthetic rate, stomatal conductance, transpiration, increase % in height, relative water
content, succulence and Ci/Ca ratio. In the second chapter, variables related to antioxidant
enzymatic metabolism and water stress were evaluated. The most applicable variables to
clones separation for tolerance were photosynthesis, Fv/Fm ratio, chlorophyll a, chlorophyll
b and glutathione. In the third chapter, variables related to the synthesis of metabolites were
evaluated. The most applicable variables to clones separation for tolerance were
photosynthesis, Fv/Fm ratio, chlorophyll a, chlorophyll b and glutathione, abscisic acid
(ABA), methyl jasmonate (MeJA) and glucose. In the fourth chapter morpho-anatomical
and nutritional variables were evaluated. The most applicable variables to clones separation
for tolerance were: stomatal conductance, Fv/Fm ratio and calcium concentration. The
variables total plant weight, height increase %, relative water content are useful in selection
and, as an additional advantage, these analyzes require simple instruments such as scale,
greenhouse and tape measure. For the variables photosynthesis, Fv/Fm ratio and stomatal
conductance, it is necessary to use the Infra-Red Gas Analysis - IRGA equipment.
Therefore, these variables can be easily used in companies for the early selection of
individuals with potential to be tolerant in the field, since the evaluation of the genetic

material is done under conditions of natural or simulated water deficit.
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INTRODUCAO GERAL

A eucaliptocultura possui grande importancia econdmica nacional, pois varios
produtos de consumo interno e de exportagdo sdo produzidos usando o eucalipto como
matéria-prima, podendo ser citados: celulose, papel, méveis, carvao vegetal, painéis de
madeira, madeira tratada e ligas de ferro. A produtividade nacional €, em média, de 35,7
m3ha/ano (IBA 2017), e a produtividade baiana €, em média, de 34 m3/ha/ano (ABAF
2017). No entanto, a produtividade baiana pode ser aumentada por meio da
identificacdo de drvores mais produtivas para a regido, uma vez que existe
disponibilidade de grande variabilidade genética ainda ndo explorada em programas de
melhoramento genético no estado.

Embora a produtividade do Eucalyptus spp., possa ser incrementada por selecao
de materiais geneticamente superiores e alteracdes no menejo florestal, a mesma ¢é
limitada por varios estresses bidticos e abidticos (Pandey et al. 2017). Dentre os
limitadores bidticos citam-se os fungos de lenho, como o Ceratocystis spp (Firmino et
al. 2014), e os insetos: lagarta rosca, lagarta enroladeira, vespa da galha, formigas,
pulgdes e cochonilhas (Garlet et al. 2016). Os estresses abidticos, por sua vez, envolvem
os ventos (Boschetti et al. 2015), que quebram as arvores, as elevadas ou baixas
temperaturas (Oliveira et al. 2017), e as diferentes caracteristicas do solo (Santos et al.
2017). Dentre os diversos estresses, destaca-se o déficit hidrico, pois ele € o maior
limitante para a produtividade da eucaliptocultura. Vérios estudos tém sido conduzidos
em campo e em laboratério buscando simular o déficit hidrico e, assim, reduzir o tempo
gasto para a selecdo de gendtipos superiores no melhoramento genético (Ferreira et al.
2017; Jung et al. 2017). No entanto, poucos sdo os ensaios em casa de vegetacdo que
buscam simular as condi¢des de campo, para que, dessa maneira, possam identificar
varidveis uteis em programas de melhoramento genético com o objetivo de plantio
comercial.

A reduzida eficiéncia do processo de selecdo ocorre, em parte, devido as
caracteristicas do ciclo hidrolégico, associadas aos diversos tipos de solos, as quais sdo
muito varidveis no territério brasileiro. Em algumas regides, pode ocorrer grande
quantidade de chuva em um periodo de tempo muito curto, sendo esse o periodo
normalmente utilizado para o estabelecimento inicial das plantas. Entretanto, como
esses solos possuem camada de impedimento, como aqueles existentes no Tabuleiro

Costeiro da regido nordeste, sdo capazes de manter a umidade no periodo chuvoso, mas,



como esse periodo dura em torno de trés meses, foi observado que, logo apds, ocorre o
estresse hidrico, agravado pela elevacdo da temperatura. Dessa forma, as plantas tém
pouco tempo para se adaptar ao estresse hidrico, pois essa transi¢do entre o periodo
chuvoso e auséncia de chuva é bastante abrupta e, alguns clones que sdo considerados
tolerantes em outras regides do pais, podem ndo tolerar essas variacdes hidroldgicas
(Aspinwall et al. 2016).

Algumas caracteristicas das plantas estdo associadas ao aumento da tolerancia ao
estresse hidrico, as quais podem ser agrupadas em caracteristicas morfoldgicas,
anatOmicas, fisioldgicas e bioquimicas. Algumas plantas diminuem o nimero de folhas,
outras produzem maior quantidade de cera na superficie da folha ou maior quantidade
de tricoma, ambas caracteristicas morfoldgicas com o objetivo de reduzir a transpiragao.
Pode ocorre aumento na espessura da lamina foliar, para armazenar mais umidade e
CO; no interior da folha, e redu¢do na densidade estomdtica e ou estdmatos menores,
todos os ajustes que permitem a reducdo da perda de dgua por transpiracdo. Algumas
espécies possuem padroes metabdlicos que permitem economia de dgua, como o
metabolismo 4cido das crassuldceas, e variagdes bioquimicas para produzir
componentes osmoativos, como a prolina.

O melhoramento genético de plantas perenes, como o eucalipto, é, na maioria
das vezes, um processo muito lento, ainda mais quando feito de maneira empirica
através de selecoes em campo por observacdes apenas do fendtipo. Mas pode ser
acelerada a partir do uso de algumas ferramentas, como poliniza¢des controladas com
direcionamento dos cruzamentos, inducdo de florescimento precoce, escolha de
materiais genéticos com potencial produtivo e selecao precoce de clones, com base nos
valores fenotipico e genético das arvores.

A selecdo precoce é uma ferramenta que usa caracteristicas de plantas jovens
como preditores para a performace dos individuos em idade produtiva e, dessa maneira,
permite a redugdo do tempo para selecionar individuos superiores (Moraes et al. 2014).
Segundo Pinto et al. (2014), essa tem sido uma eficiente ferramenta para o
melhoramento genético de eucalipto, onde as caracteristicas facilmente avaliadas podem
ser denominadas como marcadores fenotipicos. Os marcadores presentes nas mudas
relacionados a tolerancia ao déficit hidrico em plantas adultas, podem ser tteis como
preditores e, dessa forma, o presente estudo busca ampliar os conhecimentos sobre os

mecanismos de tolerdncia ao deficit hidrico de clones comerciais de Eucalyptus spp.,



assim como identificar caracteristicas que possam permitir selecionar precocemente

clones tolerantes.
OBJETIVOS
Objetivo geral

Identificar carateristicas de crescimento, fisioldgicas e bioquimicas, para serem
utilizadas em programa de melhoramento genético de eucalipto para sele¢do precoce de

genotipos tolerantes ao déficit hidrico.

Objetivos especificos

Selecionar clones de eucalipto de diferentes espécies do género Eucalyptus e
Corimbia, de importincia econdmica, em empresas privadas de relevancia no setor
florestal do Nordeste da Bahia, a partir de dados obtidos em campo para a tolerancia
diferencial ao déficit hidrico no solo, expor as plantas a diferentes condi¢des hidricas e
avaliar:

Capitulo 1: Avaliar o comportamento de 10 clones comerciais de eucalipto, quanto as

caracteristicas relacionadas ao crescimento, quando submetidos ao déficit hidrico.

Capitulo 2: Analisar as alteracdes metabdlicas relacionadas ao metabolismo
antioxidante em 10 clones de eucalipto, selecionados em dreas diferentes do Brasil, e

compard-los quanto ao nivel de estresse e reacdo ao déficit hidrico.

Capitulo 3: Avaliar as alteragdes bioquimicas na sintese de compostos relacionados a

tolerdncia ao déficit hidrico em 10 clones comerciais de Eucalipto.

Capitulo 4: Encontrar maior compreensao da relacdo entre caracteristicas anatomicas e

tolerancia ao deficit hidrico.
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CAPITULO 1

Influéncia do crescimento de clones de eucalipto na tolerancia
diferencial ao déficit hidrico

Introducao

O agronegdcio tem grande importancia econdmica no Brasil, sendo responsavel
por parcelas cada vez mais significativas do produto interno bruto e, na area florestal,
destaca-se a cultura do eucalipto (IBA 2017). A elevada demanda mundial por produtos
e subprodutos advindos do eucalipto, como madeira, celulose e carvdo, tem aumentado
a necessidade de manutencao e/ou aumento de produtividade (ABAF 2017).

Entretanto, verifica-se que as culturas apresentam perdas de rendimento
provocadas por estresses abidticos, sendo a seca o principal motivo de reducdo de
produtividade vegetal (Fita et al. 2015). A disponibilidade de dgua, advinda das chuvas,
estd diretamente ligada a produgdo do eucalipto, onde cerca de 80% da variagdo no
incremento médio anual florestal estd relacionada a quantidade de dgua disponibilizada
para o eucalipto por precipitacio (Stape 2002).

Uma grande ameaca a produtividade vegetal em ambito mundial e nacional sdo
os fenOmenos ambientais extremos, fruto das mudancas ambientais globais em
andamento. Para esse cendrio existem previsdes de aumento de temperatura e de
frequéncia de eventos de seca e, por consequéncia, redu¢do da produtividade vegetal
(Iizumi e Ramankutty 2015; Lesk et al. 2016).

Hernandez et al. (2016) analisaram, em plantas jovens, a condutancia
estomadtica, transpiracdo e fotossintese, em conjunto com caracteristicas de crescimento,
para selecionar espécies de eucalipto resistentes a seca. Estudos semelhantes em casa de
vegetacdo foram, também, desenvolvidos para espécies de eucalipto por Christina et al.
(2015). Entretanto, esses estudos ainda ndo foram realizados simulando o regime de
chuva no campo, de maneira que permita identificar caracteristicas fisiologicas e/ou
morfologicas que possibilitem a selecdo precoce desses gendtipos, para plantio em
regido com chuvas concentradas em trés meses do ano e reduzida disponibilidade de
dgua no solo.

Algumas caracteristicas fenotipicas sdo modificadas e/ou demonstradas em

situac@o de déficit hidrico para permitir a manutenc¢ao do status hidrico da planta. A



planta pode promover modificacdes na condutividade estomatica e, por consequéncia,
na taxa fotossintética, que também promoverd modificacdo quanto ao crescimento da
planta (Chaves et al. 2009; Lauteri et al. 2014). Um dos principais efeitos da restricdo
hidrica sobre as plantas € a reducdo do crescimento devido a reducdo nas taxas
fotossintéticas e ao menor alongamento das células da folha e do caule (Jaleel et al.
2009). No entanto, a reducdo na area foliar pode ser considerada um importante
mecanismo de defesa contra a seca, pois com menor drea foliar h4& uma menor
transpiracdo (Tardieu et al. 2011).

O presente trabalho busca avaliar o comportamento de 10 clones comerciais de
eucalipto, quanto as caracteristicas relacionadas ao crescimento, quando submetidos ao

déficit hidrico.



Materiais e métodos

Material vegetal

Dez clones comerciais, sendo cinco selecionados na regido Nordeste de Minas
Gerais (1 CL, 2 TC, 3 UR, 4 UR, 5 UR) e cinco selecionados na regido Norte da Bahia
(6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC) (Tabela 1), os quais foram obtidos a partir do
cruzamento das espécies representadas na Tabela 2. As mudas desses clones foram
selecionadas visualmente quanto a uniformidade de desenvolvimento e sanidade; apds,
foram cultivadas em vasos plésticos, cobertos por saco pldstico para impermeabilizar o
vaso, com volume de cinco litros contendo solo peneirado de textura média (Tabela 2) e
adubado com 10 g de Osmocote® de formulagdo NPK 19-6-10, com 3 repeticdes, e
mantidos em viveiro de mudas coberto do Departamento de Engenharia Florestal,

Universidade Federal de Vicosa, MG, Brasil no periodo entre 01/12/2015 a 08/04/2016.

Tabela 1 - Identificacdo de clones comerciais.

Tolerancia Grau de
Cadigo Cruzamento observada em tolerancia I"LOCAL DE
g (observacdes de SELECAO
campo
campo)
1CL E.cloeziana Tolerancia 6 Itamarandiba - MG
172 C. torelliana; 1/2 . .
2TC ?Nf’ rand Tolerancia 8 Periquito -MG
C. citriodora
3UR E.urophylla Suscetivel 4 Itamarandiba - MG
4UR E.urophylla Suscetivel 3 Itamarandiba - MG
SUR E.urophylla Suscetivel 3 Itamarandiba - MG
12 E. is; 1/2 E.
6GU /2 E. grandis; 1/ Suscetivel 2 Entre Rios - BA
urophylla
7GU V2 E. grandis; 112 E. Suscetivel 4 Inhambupe - BA
urophylla
8GU 12 E. grandis; 172 E. Suscetivel 4 Inhambupe - BA
urophylla
9GU V2 E. grandis; 1/2 E. Suscetivel 4 Entre Rios - BA
urophylla
10UC  1/2 E.camaldulensis; Tolerante 10 Biritinga - BA
1/2 E.grandis




Tabela 2 - Caracterizacao climdtica do ambiente natural de origem das espécies

utilizadas no cruzamento para formagao dos clones testados.

L . . Precipitaciao Altitude Temperatura
Espécies Clima (mm) (m) média max. (°C)
C. torelliana  Tropical e subtropical 1200-3200 0-800 36
E.cloeziana Tropical e subtropical 1200-3200 40-100 29-34
Temperada, tropical e 1500-2800 200-1200 27-36
E.urophylla .
subtropical
.. Temperada, tropical e 800-1200 0-1200 27-39
C. citriodora .
subtropical
E.grandis Tropical e subtropical 1200-3200 0-800 36
Deserto, temperado, 150-1100 20-700 26-39

E.camaldulensis

equatorial, tropical e

subtropical

Tabela 3 - Caracteristicas fisicas e quimicas do Latossolo Vermelho + 30% de areia.

Anélise granulométrica (kg.kg )
Areia Silte Argila Classe textura Equivalente em umidade
(Kg Kg-)
0,632 0,123 0,181 Franco arenoso 0,18
Analise quimica (cmol /dm®)
pH | K Ca Mg Al H+Al SB t T m v
H,0 L(mg/dmd) | e, (emol/dm>).c.vovieoeeeieeeeee | e, %........
5,46 5,7 8 0,71 0,09 0,0 0.8 0,82 0,82 | 1,62 2 50,6

* Anélise realizada no laboratério de analise de solos, tecido vegetal e fertilizante da Universidade Federal

de Vigosa.

A capacidade de campo do solo foi calculada através do método do equivalente

de umidade (EU), em que amostras peneiradas de solos, ou seja, amostras deformadas

de solo, previamente saturadas com 4gua, foram centrifugadas a 1000 xg, durante

30 minutos, ao potencial de -33 kPa (Cassel e Nielsen, 1986), depois, as amostras foram

pesadas e levadas a estufa até atingirem massa seca constante. Foi considerada a

capacidade de campo, a quantidade de 4gua que permaneceu no solo apds a

centrifugacdo, que calculada pela diferenca entre o peso umido do solo e o peso seco,

passou a ser considerada a quantidade de 4dgua necessaria para atingir 100% da

capacidade de campo do solo.




As mudas foram irrigadas por trés meses para adaptacdo ao substrato e ao
ambiente e para simulacio das condi¢des de chuva em campo, com ladmina de dgua ideal
para atingir 90% da capacidade de campo do solo (CC) e, apds esse periodo, foram
aplicados os tratamentos durante 40 dias, sendo 50% da capacidade de campo do solo

(CC), simulando déficit hidrico, e 90% da CC, simulando irrigacdo ideal.

Anédlises de crescimento e trocas gasosas

As varidveis de crescimento foram mensuradas no inicio do plantio e no final do
experimento, com andlises morfolégicas de altura (cm), didmetro de coleto (mm),
nimero de folhas, drea foliar (cm?), peso da folha, do caule e raiz.

As avaliagdes das trocas gasosas, realizadas entre 08:00 h e 11:00 h, utilizando
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 pmol fétons m-? s-1),
concentragdo atmosférica de CO,, temperatura e umidade ambientes, no segundo par de
folhas completamente expandida (V4), por meio do analisador de gases do
infravermelho (IRGA), equipado com um fluorometro (modelo LI-6400xt, LI-COR
Inc., Lincoln, USA), resultaram nos seguintes parametros: taxa de assimilacdo liquida
do CO; (A), condutancia estomadtica (gs), taxa transpiratéria (E), déficit de pressdao de
vapor (DPV). A eficiéncia instantanea do uso da dgua (EUA) foi calculada pela razio
A/E. As varidveis de fluorescéncia da clorofila foram obtidas na mesma folha utilizada
na medicdo das trocas gasosas, utilizando o fluordmetro acoplado ao IRGA.

Com as varidveis registradas nas plantas adaptadas ao claro e ao escuro, foram
obtidos e/ou calculados os seguintes parametros: o rendimento quintico potencial do
PSII (Fv/Fm) e a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) (Genty et al. 1989;
Bilger et al. 1995).

Determinacéao do teor relativo de agua

O status hidrico das plantas foi avaliado no ultimo dia do experimento, em
folhas completamente expandidas, localizadas na altura mediana de cada planta. O teor
relativo de dgua (TRA) foi obtido a partir de 3 discos foliares, com 0,5 cm de diametro
cada, pesados (MF) e transferidos para placas de Petri, onde permaneceram submersos
em 4gua, durante seis horas. Em seguida, novamente pesados para determinar a massa

turgida (MT) e colocados para secar a 70°C, por 72 horas, para obtencdo da massa seca



(MS) (Catsky, 1974). Os valores de TRA (%) foram obtidos a partir da seguinte

férmula:

TRA (%) = (MF — MS) x 100
T - MS)

A suculéncia foliar foi calculada pela razdo MF/A, onde MF representa a massa
fresca de 10 discos foliares e A representa a darea desses discos, conforme descrito por

Silveira et al. (2009).

Analise estatistica

Univariada

Os experimentos foram realizados de acordo com um esquema fatorial 2x10 (2
capacidades de campo e 10 clones diferentes), com 3 repeti¢cdes, sendo cada repeticao
composta por um vaso com uma planta. Foram avaliados dois percentuais da capacidade
de campo do solo (CC), aplicados de acordo com a diferenca de peso do sistema (vaso,
solo, tutor e dgua) para atingir (50% e 90% CC) simulando, respectivamente deficit
hidrico e irrigacdo ideal.

Em relacdo as varidveis, foi feito teste de Normalidade dos residuos (teste
Shapiro-Wilk a 5% de significancia), todas varidveis foram submetidas a ANOVA e a
estimativa dos parametros genéticos, obtidas utilizando software GENES/UFV no
modelo fatorial simples:

Modelo: Yix = m+Gi+B/Aj+A+GA;+E;jx

Onde:

Yij: valor fenotipico do carédter Y medido no material genético i, no ambiente j

m: média geral paramétrica dos dados em estudo

G;: efeito do i-ésimo gendtipo

B/Aj: efeito de blocos dentro de ambiente

A;: efeito do j-€simo ambiente experimental

GAj;: efeito da interagdo do i-€simo gendtipo com o j-€simo ambiente

Ejj: erro médio associado a observagdo Yijk

Considerando o efeito de gendtipo como fixo e o efeito de ambiente aleatorio.

10



Para a comparacdo entre as médias de cada clone, para cada varidvel, foi
realizado o teste de média, Tukey (5% de probabilidade). O resultado foi apresentado
em grafico para cada varidvel, priorizando a disposicdo das barras conforme o
ranqueamento dos clones, do maior para o menor valor da caracteristica, considerando o
ambiente com deficit hidrico, facilitando a visualizacdo do comportamento dos

materiais genéticos considerados suceptivel e tolerante.

Multivariada

As andlises de componentes principais, varidveis canOnicas e correlacao
candnica foram realizadas utilizando o Software GENES (Cruz 2013). A partir dos
valores de correlagdo candnica, podem-se resumir as informagdes do conjunto de
varidveis relacionadas as mudas de clones de eucalipto para os 10 materiais avaliados, a
partir de combinacdes lineares, a fim de maximizar a correlagdo com o conjunto de
varidveis que denotem a tolerancia ao deficit hidrico desses materiais.

As varidveis que possuem correlacdo direta com outras varidveis ndo entraram
no célculo correlacdio candnica, nem nas demais andlises que pudessem  ser
prejudicadas, uma vez que a correlacdo poderia interferir no resultado se ambas as
variaveis fossem analisadas juntas (multicolarineadade).

As combinagdes lineares construidas foram chamadas de varidveis candnicas,
enquanto a correlacdo entre elas foi chamada de correlagdo canoénica. Essa correlagdo
mede basicamente o grau de associacdo existente entre os dois conjuntos de varidveis
(Mingoti, 2005). Buscaram-se combinacdes lineares que possibilitavam a maximizac¢ao
da correlagdo entre elas. O primeiro par candnico foi aquele com a maior correlagdao
entre as varidveis canoOnicas. Em seguida, foram calculadas outras duas varidveis
candnicas — outro par candnico — com a condi¢do de serem ortogonais as primeiras e
terem o maximo coeficiente de correlagdo. O segundo par, portanto, apresentou a
segunda maior correlacdo entre as varidveis canOnicas, e assim sucessivamente. O
coeficiente de correlacdo canonica utilizado foi o valor absoluto do coeficiente de
correlacdo de Pearson, entre as varidveis candnicas de cada par canOnico, conforme
sugerido por Mingoti (2005).

Buscou-se separar os clones conforme suas caracteristicas, que conferiram
tolerancia das mudas a condicdo de deficit hidrico, por meio da andlise dos

componentes principais e varidveis candnicas.
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Resultados e Discussoes

As plantas apresentam reducdo de crescimento e produgdo devido a estresses
abidticos que afetam o crescimento no campo, sendo a seca o principal fator ambiental
adverso enfrentado por elas (Fita et al. 2015). No presente trabalho, observou-se que,
para as varidveis de crescimento, as plantas submetidas ao déficit hidrico apresentaram
menores valores do que as plantas adequadamente irrigadas (Figura 1), conforme
observado por Dos Santos et al. (2016) em plantas de cacau.

Ocorreram diferencas estatisticas entre os clones e entre os tratamentos, déficit
hidrico, condi¢do ideal de irrigacdo para a varidvel incremento de volume do caule
(Figura 1A). Pode-se observar na (Figura 1B) que, para a varidvel incremento em altura
percentual, ocorreu diferenca estatistica entre os tratamentos e entre os clones, sendo
que as mudas submetidas ao déficit hidrico tiveram menor incremento comparado com
as mudas dos mesmos clones em condi¢do ideal de irrigagdo. Nas plantas submetidas ao
déficit hidrico, o incremento percentual maximo em altura foi de 122,9% e minimo de
6,63%, para as plantas com irrigacdo ideal o incremento médximo percentual foi de
144,19% e minimo de 44,08%.

Entre os clones, os que obtiveram melhor desenvolvimento em ambos os
tratamentos, foram os clones 2 TC, seguido pelo 10 UC e o 1 CL, os quais sdo
classificados como tolerantes ao déficit hidrico na condicdo de campo. Os piores
desempenhos sob déficit hidrico foram os clones 6 GU, 5 UR e, por dltimo, 8 GU. O
clone 6 GU, em campo, apresenta bom desenvolvimento em 4reas sob alagamento e
costuma ser indicado para ser plantado em dreas marginalizadas, pouco produtivas, mas
nao € considerado tolerante ao déficit hidrico, o que foi confirmado no presente
trabalho. O clone 8 GU teve crescimento mediano quando em irrigacdo ideal e, sob
déficit hidrico, reduziu muito o crescimento, demonstrando ser sensivel, assim como o
clone 5 UR, que apresentou baixo incremento em altura, tanto na situacdo de déficit
hidrico como em irrigacdo ideal.

Para a varidvel diametro do caule (Figura 1C), o clone 7 GU apresentou o maior
incremento sob deficit hidrico, € o menor incremento foi obtido no clone 5 UR. No
entanto, o clone 5 UR obteve o segundo maior incremento em didmetro em condi¢do

ideal de irrigacdo, demonstrando ser sensivel ao déficit hidrico quando avaliada somente
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essa varidvel. O clone 9 GU obteve diferenca significativa entre os tratamentos, mas foi
um dos que obtiveram maior incremento em ambas as situacoes.

A varidvel volume de caule é mais representativa que o diametro de caule e
altura da planta, pois o volume estd relacionado com o produto final (volume do troco)
que serd vendido e € calculado usando as duas varidveis: altura e didmetro do tronco. O
unico clone que ndo apresentou diferenca estatistica entre os ambientes foi o 7 GU, mas
foi o que obteve melhor desenvolvimento em incremento percentual em volume (Figura
1A) sob deficit hidrico. No entanto, por apresentar menor desenvolvimento em
condi¢Oes ideais, ele ndo € um clone indicado para plantio em condi¢des ideais de
irrigacao, pois o seu crescimento € limitado.

Os clones 2 TC e 10 UC, considerados tolerantes em campo, apresentaram
diferenca estatistica entre os tratamentos e obtiveram maior incremento quando em
condi¢do ideal de irrigacdo, porém, ndo demonstraram correlacio entre o rank da
variavel “incremento de volume” com o rank em campo para “tolerdncia a déficit
hidrico”, indicando que volume ndo ¢ uma boa variavel para relacionar a tolerancia a
déficit hidrico. O clone 1 CL, também considerado tolerante, ficou em colocacdes
inferiores nos ranqueamentos de ambos ambientes, considerando a varidvel incremento
de volume. O clone 2 TC obteve o terceiro melhor incremento em volume sob déficit
hidrico e o segundo melhor incremento em condicdo ideal de irrigacdo, podendo ser
indicado para o plantio em ambas as situagdes. Como vantagem adicional, cita-se o fato
de ser um clone 1/2 C. torelliana e 1/2 C. citriodora, com potencial para produzir
madeira de alta densidade e, consequentemente, gerar carvao de melhor qualidade. Os
clones 3 UR e 4 UR apresentaram diferenca estatistica entre os ambientes, mas
praticamente ndo modificaram suas posi¢cdes nos ranqueamentos, ficando sempre entre
os ultimos colocados para ambos os ambientes.

Corroborando com os resultados obtidos, Stape (2008) destaca que a
disponibilidade de &4gua estad diretamente relacionada ao crescimento do caule do
Eucalipto, o que foi também observado por McKiernan et al. (2017), onde individuos de
E. globulus submetidos ao déficit hidrico apresentaram redu¢@o no crescimento mesmo
antes de apresentarem reducdo do potencial hidrico foliar. O déficit hidrico reduz o
crescimento e evapotranspiracdo (Fernandes et al. 2015) e provoca reducdo da drea

foliar e da altura das plantas de Eucalyptus (Shvaleva et al. 2005; Christina et al. 2015).
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Figura 1 - Incremento em volume do caule % (A), incremento de altura % (B) e
incremento didmetro de caule % (C) em 10 clones de eucalipto testados: 1 CL, 2 TC, 3
UR, 4 UR, 5 UR, 6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC, nos tratamentos déficit hidrico (CC

50%) B controle (CC 90%) [[Médias com diferentes letras maitisculas e mindsculas denotam
diferencas significativas entre os clones, dentro do tratamento déficit hidrico e irrigacdo adequada,
respectivamente. Para o mesmo clone, nimeros diferentes denotam diferencas significativas entre os
tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam o desvio padrdo da média.

A maioria dos clones apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos
quanto a varidvel peso seco de folhas (Figura 2A), com uma tnica excecao, o clone 10
CU. Os clones 3 UR e 9 GU apresentaram maior peso seco de folhas quando
submetidos ao déficit hidrico, diferindo do desenvolvimento dos demais clones que
apresentaram menores valores quando submetidos ao déficit hidrico. Observa-se que,
sob déficit hidrico, é comum ocorrer a perda de algumas folhas para reduzir a
transpiracao e aumentar o tempo de sobre vida (Chaves et al. 2003; Tardieu et al. 2011).
Uma estratégia usada por algumas empresas, antes de um periodo seco e apds um ano
de plantio para simular essa habilidade, é a poda do terco inferior da copa das plantas,
que, além de diminuir a transpiracdo melhorando a tolerancia a seca, facilita diversas
operagdes silviculturais, como o controle mecanizado de plantas daninhas, que reduz a
competicao por dgua no periodo critico de seca. A auséncia das folhas baixas devido a
poda reduz, também, significativamente o contato indesejado do herbicida com as
folhas do eucalipto devido ao efeito de deriva nas operacdes mecanizadas e facilita o

monitoramento de formiga.
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Quanto ao peso seco de caule, todos os clones apresentaram diferenca estatistica
entre os tratamentos e tiveram redu¢do na producdo de peso seco quando submetidos ao
déficit hidrico. Sendo que os clones 1 CL, 2 TC, 3 UR, 8 GU e 10 UC produziram em
média o dobro de massa seca quando em condicdo ideal de irrigacdo. Corroborando com
o resultado apresentado por McKiernan et al. (2015) que diz que em todas entre as
espécies e procedéncias testadas por eles, o déficit hidrico diminuiu a biomassa acima do
solo.

O clone 10 UC foi o tnico que ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos,
para peso seco de raiz, o que demonstra que, sob estresse, foi mantida a producdo de
raiz. Entre os clones que apresentaram diferenga entre os tratamentos, pode-se destacar
o clone 3 UR, que produziu mais que o dobro de peso seco de raiz quando em condi¢do
ideal de irrigacdo e os clones 2 TC, 4 UR e 6 GU que produziram quase o dobro em
condic¢do ideal de irrigacdo.

O clone 10 TC e o clone 2 TC sdo considerados tolerantes em campo ao déficit
hidrico, sendo que o clone 10 UC foi o tnico clone que ndo exibiu diferenca estatistica
entre os tratamentos, mas ambos também foram os que menos produziram nos dois
tratamentos, mas mantiveram a producao sob déficit hidrico.

Seis dos dez clones testados apresentaram diferenca estatistica entre os
tratamentos, sendo que o clone 1 CL e o clone 7 GU obtiveram maior relagdo raiz/ parte
aérea quando submetidos ao déficit hidrico; desses dois clones apenas o 1 CL ¢
considerado tolerante em campo. Os outros dois clones considerados tolerantes entre os

testados ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos.
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Figura 2 - Massa seca folhas (g) (A), massa seca caule (g) (B), massa seca raiz (g) (C),
massa seca planta (g) (D) e relagdo raiz/parte aérea (E) em 10 clones de eucalipto: 1 CL,
2 TC, 3 UR, 4 UR, 5 UR, 6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC, nos tratamentos déficit

hidrico (CC 50%)E controle (CC 90%)[] Médias com diferentes letras maitisculas denotam
diferencas significativas entre os clones dentro do tratamento déficit, diferentes letras mindsculas
denotam diferencgas significativas entre os clones para o tratamento irrigagdo adequada, para o mesmo
clone nimeros diferentes denotam diferengas significativas entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As
barras representam o desvio padrdo da média.

Todos os clones apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos com
relagc@o ao teor relativo de dgua e todos os clones possuiam maior teor relativo de dgua
quando sob irrigacdo ideal (Figura 3A). No entanto, os clones 9 GU, 7 GU foram os
clones que apresentaram maior diferenga entre as situagdes de irrigagcdo ideal e déficit
hidrico. Os resultados para suculéncia demonstraram maior suculéncia quando estavam
sob condicdo de irrigacdo ideal, sendo o clone 10 UC o tnico que ndo apresentou
diferenca estatistica para essa varidvel, mostrando mais uma vez uma estabilidade de
comportamento da condicio ideal de irrigacdo para a condicdo de déficit hidrico. Os
clones que apresentaram maior diferenga entre os tratamentos foram os 6 GU e 7 GU

(Figura 3 B).
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Figura 3 - Teor relativo de dgua da folha % (A), suculéncia foliar (g cm?) (B) em 10
clones de eucalipto testados: 1 CL, 2 TC, 3 UR, 4 UR, 5 UR, 6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU,
10 UC, nos tratamentos déficit hidrico (CC 5094 ¢ controle (CC 90%] ] Médias com

diferentes letras maidsculas denotam diferengas significativas entre os clones dentro do tratamento déficit
hidrico, diferentes letras mindsculas denotam diferencas significativas entre os clones para o tratamento
irrigagdo adequada, e para o mesmo clone nimeros diferentes denotam diferengas significativas entre os
tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam o desvio padrao da média.

N

Com relacdo a taxa fotossintética, existem diferencas significativas entre os
clones, mas ndo existe entre os tratamentos para um mesmo clone (Figura 4A). O clone
0477 obteve maior taxa fotossintética nos dois tratamentos, isso reflete bem o resultado
esperado dele por comportamentos em campo, dado que nio possui boa desenvoltura
sob déficit hidrico, mas sai bem em condi¢des de alagamento. A massa seca total de
planta apresentada na Figura 2D confirma essa observacao, pois ele foi o clone com
maior massa seca para as condicoes ideais e o terceiro maior para a condi¢ao de déficit
hidrico. Esse resultado pode ser explicado por ele ser o segundo clone com maior
eficiéncia no uso da dgua e o primeiro em producdo de massa seca de raiz nos dois

tratamentos. A taxa fotossintética (Figura 4A) é uma importante varidvel para descrever
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o potencial de crescimento da planta em situacdo de estresse hidrico, pois se a planta
recebe menos dgua do que transpira, ou perde dgua a uma taxa superior a sua
capacidade de absorcdo e transporte, o potencial hidrico da folha diminui, levando ao
fechamento dos estomatos, reducdo da condutancia estomadtica (Gs) (Figura 4B) e
reducdo da fotossintese (Brilli et al. 2013; Gao et al. 2018).

De acordo com o tipo de resposta estomadtica, as plantas sao classificadas como
isoidricas ou anisoidricas. As plantas isoidricas s@o aquelas que fecham seus estomatos
quando ocorre queda no potencial hidrico do solo ou aumento na demanda
atmosférica. Ao contrdrio, as plantas anisoidricas ndao fecham os estdbmatos e continuam
a transpirar mesmo quando o teor de 4dgua do solo diminui. Como consequéncia, o
potencial hidrico da folha (L) diminui, e a planta sofre estresse hidrico. A regido de
origem do eucalipto, na Austrélia, pode estar ligada a selecao natural e, por esse motivo,
as espécies que crescem naturalmente em regidoes mais dridas na Austrdlia (Tabela 2),
resultam em clones mais tolerantes, assim como observado no presente trabalho, pois
podemos classificar como isoidricos os clones 2 TC (C. torreliodora), 10 UC (E.
camaldulense) e 1 CL (E. cloeziana). Existe diferenca estatistica entre os tratamentos e
entre os clones para a varidvel condutancia estomadtica (Figura 4B), sendo que todos os
clones apresentaram maior condutancia sob tratamento com irrigacdo ideal. Os clones
10 UC, 2 TC e 1 CL apersentaram menor condutancia estomadtica e foram considerados
tolerantes ao déficit hidrico.

A relagdo Fv/Fm € um 6timo indicador de efeito fotoinibitorio (Araus e Hogan,
1994), podendo variar em plantas ndo submetidas a estresses, de 0,75 a 0,85 (Bolhar-
Nordenkamph et al. 1989). O decréscimo ocorrido na (Fv/Fm) para as plantas
estressadas foi, também, devido a variacdo ocorrida na fluorescéncia méxima (F,) e em
fluorescéncia inicial (Fy), pois (Fy= Fy-Fy). A fluorescéncia inicial também obteve
reducdo quanto submetida ao déficit hidrico, assim como a F,,.Nao ocorreu diferenca
significativa entre os clones dentro do tratamento irrigacdo ideal, mas ocorreram
diferencas entre os tratamentos e entre os clones dentro do tratamento deficit hidrico. O
unico clone que ndo apresentou diferenca entre os tratamentos foi o 10 UC, mas
apresentou valores altos, demonstrando ndo estar estressado em ambos os tratamentos.
Os demais clones apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos e valores mais
baixos, portanto, mais estressados para o tratamento déficit hidrico. De acordo com os
resultados apresentados para a varidvel Fv/Fm, ¢ clone menos estressado sob déficit

hidrico foi o 10 UC e o mais estressado o 8 GU.
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A evapotranspiracdo real (ETR) apresentou diferenca entre os tratamentos e
entre os clones, porém, os clones 3 UR, 5 UR, 6 GU e o 9GU ndo apresentaram
diferencga estatistica entre os tratamentos. Ocorreu uma grande diferenca na ordenacio
dos clones quando comparados os ranqueamentos feitos para os dois tratamentos. O
clone que mais evapotranspirou sob déficit hidrico foi o 7 GU e o que menos
evapotranspirou foi o 2 TC. Em condi¢do de irrigacdo adequada, o clone que mais
evapotranspirou foi 0 4 UR e o que menos evapotranspirou foi o 8 GU.

A condutincia estomética responde as alteracdes que ocorrem no ambiente, tais
como mudancas na concentracdo de CO,, luminosidade, temperatura do ar, umidade
relativa, disponibilidade de dgua, etc. (Farquhar and Sharkey, 1982; Chaves et al. 2016).
A disponibilidade de dgua no solo afeta a hidratagdo do mesofilo, de maneira que baixo
potencial da dgua no solo (‘Wsolo) pode ocasionar diminui¢do na hidratagdo do mesofilo
e, consequentemente, reduzir gs (Schulze, 1986; Chaves et al. 2002). Além disso, a 4gua
chega ao mesofilo proveniente das raizes para substituir a 4gua perdida para a atmosfera
que, dependendo da temperatura do ar e da umidade, pode ter diferentes déficits de
pressdao de vapor (DPV). O DPV também € um fator que exerce influéncia em gs para
uma grande variedade de espécies (Lange et al. 1971; Habermann et al. 2003; McAdam
and Brodribb, 2015), levando a diminui¢do em gs quando as folhas sdo expostas ao ar
seco (DPV elevado) e aumentando gs quando as folhas s@o expostas a uma atmosfera
com maior umidade relativa do ar (baixo DPV). Ocorreu diferenca estatistica entre os
clones e os tratamentos; os clones que apresentaram diferenca entre os tratamentos
foram os clones 1 CL, 2 TC, 3 UR, 4 UR, 5 UR e 9 GU, para todos eles o DPV foi
maior no tratamento com déficit hidrico. Os dois clones melhor ranqueados foram os
mesmos para os dois tratamentos, 1 CL e 2 TC, e os dois dltimos, também foram os
mesmos para os dois tratamentos, 9 GU e 6 GU (Figura 4E).

A eficiéncia instantinea do uso da dgua (EUA) € calculada dividindo a taxa
fotossintética pela transpiracdo EUA= A/E e denota a economia de dgua feita pela
planta; por esse motivo, ¢ uma caracteristica importante para a selecdo de cultivares
tolerantes ao déficit hidrico (Flexas, 2016). Ocorreu diferenca estatistica entre os
tratamentos para todos os clones e diferenca estatistica entre os clones, sendo que todos
eles apresentaram maior eficiéncia quando submetidos ao déficit hidrico.

Ocorreu diferenca estatistica entre os tratamentos para todos os clones e entre os
clones, sendo que todos os clones transpiraram mais quando irrigados adequadamente

do que quando sob déficit hidrico. A ordem do ranqueamento dos clones pouco se
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alterou quando comparados os dois tramentos, com maior transpiracao nos clones 4 UR,
7 GU e 8 GU e menor nos clones 2 TC e 10 UC. A transpiracdo da planta reflete o
potencial hidrico, DPV, condutincia estomdtica, taxa fotossintética e potencial
produtivo da planta. As plantas com irrigacdo ideal tiveram maior transpiracao,
entretanto, clones como 4 UR transpiram muito mesmo sob déficit hidrico. Nesse caso,
essa estratégia pode resultar em maior producdo em caso de reidratagdo das plantas, mas
a sobrevivéncia pode ser comprometida, em caso déficit hidrico continuado. Dentre
todos os clones, o 4 UR apresentou o maior grau de estresse considerando a relacdo
Fv/Fm.

Ocorreu diferenga estatistica entre os tratamentos e entre os clones para a
varidavel C;/C, (Figura 4H). A relagao Ci/C,,, que € calculada fazendo-se a razdo entre
carbono interno e carbono externo, foi menor para todos os clones submetidos ao déficit
hidrico. Essa alteracdo ¢ comum em diversas espécies, conforme demonstrado por
Albuquerque et al. (2013) em mogno-africano, Teixeira et al. (2015) em eucalipto e
Martins et al. (2016) em pequi. Os clones que apresentaram maior valor de C;/C, sob
déficit hidrico foram, na seguinte ordem crescente de valores, os clones 8 GU, 1 CL e 10
UC. Sob irrigacdo ideal a ordem foi 7 GU, 9 GU e 10 UC. Pode-se observar que o
clone 10 UC manteve-se na mesma posi¢do no ranqueamento para os dois tratamentos,
isso pode significar que ele possui capacidade de manter parte da concentracdo de CO,
mesmo quando sob déficit hidrico. Entretanto, os clones que apresentaram baixa relacao
Gi/C,, 6 GU e 5 UR, mantiveram-se na mesma posi¢ao do ranqueamentoto para os dois
tratamentos.

De acordo com Fernandes et al. (2015), o clone mais tolerante ao déficit hidrico
¢ aquele que apresenta a menor reducdo na fotossintese liquida. Segundo Hernandez et
al. (2016) houve efeito significativo da reducdo da irrigacdo sobre a condutincia
estomdtica e conducdo hidrdulica especifica das folhas de clones de E. globulus, mas
nao houve relacdo significativa entre as duas varidveis. O fechamento dos estdomatos
impediu que o potencial hidrico ficasse mais baixo que -1,8MPa. Warren (2008)
concluiu que o potencial hidrico do solo possui mais influéncia sobre a condutancia
estomdtica da planta do que o déficit de pressdao de vapor, testando em Eucalipto e mais
outras duas espécies de plantas. Esse resultado corroborou com os resultados obtidos
por Hu et al. (2015), em que a condutincia estomdtica do C. citriodora diminuiram de
acordo com a reducdo do teor de dgua no solo, o que foi confirmado no presente

trabalho, em que o clone 2 TC, que possui na sua composi¢dao genético o C. citriodora,
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apresentou a maior redu¢do percentual para o valor de condutancia estomdtica da
condi¢do ideal de irrigagdo para a de déficit hidrico.

De acordo com Bourne et al. (2015), o clima de origem influencia diretamente o
comportamento estomdtico entre as espécies de Eucalipto. Espécies originadas de
climas mais uUmidos tiveram maior uso de &4gua e também maior sensibilidade
estomdtica para déficit de pressdo de vapor. J4 Gharun et al. (2015) afirmam que
espécies com maior € menor uso de dgua como Eucalyptus delegatensis e Eucalyptus
pauciflora, respectivamente, apresentaram maior capacidade de controle fisiolégico de
condutancia estomdtica, o que também correspondem aos resultados encontrados, em
que os clones 10 UC, 2 TC e 1 CL, considerados tolerantes a déficit hidrico,
apresentaram maiores diferencas percentuais nos valores de condutincia estomédtica da

condic¢do ideal de irrigacdo para a de déficit hidrico.
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Figura 4 - Taxa fotossintética (umol s m?) (A), condutancia estomatica (mol s m?)
(B), Fv/Fm (C), ETR (mmol s m?) (D), DPV KPa(E), EUA (F), transpiracdo (mmol s™
m?) (G) e Ci/Ca (H) em 10 clones de eucalipto testados: 1 CL, 2 TC, 3 UR, 4 UR, 5
UR, 6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC, nos tratamentos déficit hidrico (CC 5098 e

controle (CC 90%)[] Médias com diferentes letras maitsculas denotam diferencas significativas
entre os clones dentro do tratamento déficit hidrico, diferentes letras mindsculas denotam diferencas
significativas entre os clones para o tratamento irrigacdo adequada, e para o mesmo clone nimeros
diferentes denotam diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras
representam o desvio padrdo da média.

Anadlise de componentes principais (PCA) (Déficit hidrico)

Na Tabela 4 encontram-se os autovetores € a contribui¢do das varidveis originais
nas duas primeiras componentes principais, bem como a variancia explicada por essas
variaveis latentes. Observa-se que as duas primeiras componentes principais apresentam
os maiores autovalores e explicaram 65% da variancia total dos dados.

Analisando a primeira componente principal, observa-se que o0s maiores
autovetores positivos sdo relativos a peso seco do caule, peso total da planta,
fotossintese, condutancia e transpiracdo. Os autovetores negativos mais significativos
referem-se a Incremento % em altura, teor relativo de dgua, suculéncia e relacdo Ci/Ca.
Logo, quanto maior for o valor desses componentes (escore) uma maior quantidade de
varidveis importantes para selecdo serdo contempladas, uma vez que maiores valores
desses escores contribuem para maiores valores de peso seco do caule, peso total da
planta, fotossintese, condutancia e transpiracao.

Quanto a componente principal 2, observam-se autovetores negativos e

significativos apenas referentes as varidveis: relacao peso seco da raiz/peso seco parte aérea
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e déficit de pressao de vapor. Para o incremento em didmetro, incremento em altura, peso
seco da folha, peso total da planta e suculéncia, foram obtidos autovetores positivos € com
elevada contribuicdo nessa componente principal. Logo, como valores positivos
significativos contemplam maior quantidade de varidveis, maiores valores dos escores dessa
componente principal estdo diretamente relacionados a maiores valores de incremento em
didmetro, incremento em altura, peso seco da folha, peso total da planta e suculéncia.

Diante dos autovetores obtidos, pode-se afirmar que as duas primeiras
componentes principais reinem uma grande quantidade de caracteristicas favordveis e
relevantes para a selecdo de clones de eucalipto para a producdo em dreas com
limitacdes hidricas. Nota-se que todas as varidveis t€ém importincia significativa em
pelo menos um dos dois componentes (CP1 e CP2), sendo que no componente principal
1, os dois maiores valores dos autovetores vem das varidveis transpiracdo e fotossintese,
e para a componente principal 2, das varidveis incremento em didmetro e incremento em
volume.

A Tabela 5 apresenta a matriz de dissimilaridade entre os clones avaliados
considerando os escores das duas primeiras componentes principais para as varidveis

avaliadas.

Tabela 4 - Autovetores nas duas primeiras componentes principais.

‘4veis Originai Autovetores
Variaveis Originals Componente 1 Componente 2
Incremento em altura -0,2934 0,0983
Incremento em Diametro 0,0344 0,4002
Incremento em volume do caule -0,0572 0,4124
Peso seco da raiz 0,2376 -0,0928
Peso seco do caule 0,3055 0,1603
Peso seco da folha 0,1106 0,3972
Peso total da planta 0,3044 0,2236
Relagdo peso seco da raiz / parte aérea -0,0281 -0,3094
Teor relativo de 4gua (TRA) -0,2064 0,1223
Suculéncia -0,2809 0,2278
Déficit de pressao de vapor (DPV) -0,1916 -0,2981
Fotossintese 0,3082 0,0585
Condutancia 0,3071 0,0503
Fv/Fm 0,2363 0,1789
Evapotranspiragdo (ETR) 0,2628 0,1401
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Transpiragéo 0,3131 -0,1701

Ci/Ca -0,2093 -0,0229
Eficiéncia do uso de dgua (EUA) -0,1997 0,2821
Autovalores 7,74 3,98
Variincia explicada 43,00 22,09
Variancia explicada acumulada 43,00 65,09

Tabela 5 - Matriz de dissimilaridade entre os clones avaliados considerando os escores
das duas primeiras componentes principais para as varidveis avaliadas.

Clone 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 0,269
3 0,248 0414
4 0,259 0,850 0,175
5 0,465 1,207 0,307 0,032
6 0,986 1,049 0,245 0,583 0,642
7 1,189 1,152 0,354 0,784 0,854 0,015
8 0,255 0617 0,036 0,057 0,133 0,309 0,453
9 1,089 0,879 0332 0,879 1,021 0,070 0,040 0,496

10 0,703 0,169 0,481 1,181 1,542 0,751 0,755 0,774 0472

Clones (referéncia): 1 (1 CL); 2 (2 TC); 3 (3 UR); 4 (4 UR); 5 (5 UR); 6 (6 GU); 7 (7 GU); 8 (8 GU); 9 (9
GU); 10 (10 UC)

A dispersdo dos clones de eucalipto (considerando dos clones do género
eucalyptus e corymbia) em funcdo dos escores e diagrama de ordenacdo dos autovetores
das duas primeiras componentes principais para as varidveis avaliadas pode ser
visualizada na Figura 5. Nesse caso, podemos observar nitida separacdo entre os clones
sabidamente tolerantes a déficit hidrico (clone 1, 2 e 10) a esquerda no eixo da CP1
(componente principal 1) e os clones susceptiveis, localizados a direita no eixo da CP1.
As variaveis EUA, suculéncia, Fv/Fm, TRA, incremento em altura, Ci/Ca e DPV foram
as mais relevantes no agrupamento desses trés clones considerados tolerantes.

A proximidade no grafico da Figura 5 e o baixo valor de dissimilaridade na
Tabela 5 (0,015) dos clones 6 e 7, indica similaridade de comportamento entre o0s
mesmos, sendo que neste caso as varidveis de maior relevancia para este agrupamento

sd0 o peso seco da folha, incremento em didmetro, peso seco caule e peso seco total.
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Figura S - Dispersao dos clones e das varidveis avaliadas em fun¢@o dos escores e
autovetores respectivamente das duas primeiras componentes principais.

Como sabemos por observacdo de campo, que os clones 1, 2 e 10 sdo tolerantes
ao déficit hidrico, e o grafico mostra um distanciamento entre os mesmos quando se
avalia no eixo da CP2 (componente principal 2), pode-se inferir sobre a possibilidade de
cada um deles estar utilizando diferentes mecanismos de resisténcia, que no caso em
estudo indicaria que, para o clone 10, a variavel de maior relevancia para esta tolerancia

seria EUA, para o clone 2 relagdo Ci/Ca e incremento em altura, e para o clone 1 DPV.
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Analise de Variaveis Canonicas (Déficit hidrico)

A andlise de varidveis canonicas foi utilizada, também, por ser um procedimento
estatistico multivariado eficiente para avaliacdo do grau de similaridade entre os
materiais genéticos em estudo (clones de eucalipto).

O objetivo principal dessa andlise é proporcionar a simplificagdo estrutural dos
dados, de forma que a divergéncia genética, influenciada, em principio, por um conjunto
com muitas varidveis, possa ser avaliada por um conjunto com poucas varidveis
(varidveis canOnicas), que sd@o combinacdes lineares do conjunto maior, ndo
correlacionadas e que possibilita uma avalicdo grifica bi ou tridimensional de fécil
interpretacdo. Essas varidveis candnicas sdo também denominadas de super varidveis,
por representarem mais de uma varidvel original de grande importancia na explicacdo
da diversidade entre os clones.

Na Tabela 6 encontram-se as estatisticas utilizadas na avaliagdo das nove
varidveis canodnicas, quando se comparou as 9 varidveis consideradas mais importantes
desconsiderando as variaveis redundante, removendo assim incremento em altura e
incremento em diametro, ficando somente com incremento em volume, que é um
combinag¢do das duas anteriores; peso seco da raiz, peso seco da folha e peso seco do
caule para ficar somente com a relacdo raiz/ parte aérea; removendo suculéncia e
ficando com TRA; removendo fotossintese e transpiracdo e ficando somente com EUA.
Para esta andlise, a remog¢do de varidveis redundantes € importante para evitar o efeito
de multicolinearidade.

Observa-se que as duas primeiras varidveis candnicas foram estatisticamente
significativas, explicaram mais de 86% da varidncia total dos dados e apresentam
elevado R? candnico. Logo, as informagdes mais relevantes dos dados originais estdo

contidas nessas duas varidveis candnicas.
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Tabela 6 - Estatisticas utilizadas na avaliacdo das seis primeiras varidveis candnicas.

Variavel R*  Autovalor F NS VARE VAREA

canonica canonico ap roximado
1 0875 67335 8,31 0,001 73.15 73.15
2 0,822 124,69 6,71 0,001 13,54 86,69
3 0,643 55,23 5,02 0,001 6,00 92,69
4 0,541 39,42 6,12 0,001 4,28 96,97
5 0,521 14,88 7,41 0,001 1,62 98,59
6 0,482 7,23 7,14 0,01 0,79 99,37
7 0,431 4,68 6,25 0,05 0,51 99,88
8 0,401 0,97 412 0,05 0,11 99,99
9 0,312 0,11 4.47 0,05 0,01 100,00

NS: Nivel de Significancia; VARE: Variancia explicada (%); VAREA: Variincia explicada acumulada (%)

Na Tabela 7 encontram-se os valores dos autovetores das duas primeiras
varidveis canOnicas, bem como a variincia explicada por essas varidveis. Observa-se
que as duas primeiras varidveis canOnicas principais apresentam os maiores autovalores
e explicaram 86,70% da variancia total dos dados.

Diante dos autovetores obtidos, pode-se afirmar que as duas primeiras variaveis
candnicas reunem caracteristicas favordveis e mais relevantes para a selecdo de clones
de eucalipto para a producdo em dreas com limitacdes hidricas. Nota-se, ainda, que a
varidvel incremento caule e ETR apresentaram autovetores menos expressivos para as
varidveis candnicas 1 e 2. Dessa forma, essas varidveis podem ser consideradas de baixa
relevancia no processo de agrupamento dos clones tendo como base as duas primeiras
varidveis canOnicas analisadas. Em relacdo aos resultados obtidos na avaliacdo das
componentes principais, encontramos uma concordancia relacionada a baixa
expressividade da varidvel ETR, porém, com relagdo a varidvel incremento em caule, os
resultados foram contraditérios, uma vez que para a componente principal 2 teve
significativa influéncia.

Condutancia e TRA, assim como na andlise de componentes principais, para as
duas primeiras varidveis canOnicas apresentaram valores significativos. Esse fato
refor¢ca a importancia destas duas varidveis no agrupamento e selecdo de clones de
eucalipto para tolerancia ao déficit hidrico.

O DPV apresentou valores significativos para a varidvel candnica 1 e varidvel
candnica 2. Apesar desse resultado ndo ser similar aquele observado pela andlise de
componentes principais, esta varidvel tem grande importancia na selecio de material

genético para tolerancia a déficit hidrico, como relatado por diversos autores, em
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eucalipto. E devido a esta varidvel ter contribuido significativamente para separacao dos
grupos de tolerantes e susceptiveis a defici€éncia hidrica, a metodologia de andlise por
varidveis candnicas com exclusdo de varidveis redundantes se mostra mais eficiente que

andlise por componentes principais com todas as varidveis presentes.

Tabela 7 - Autovetores nas duas primeiras Varidveis canonicas.

Autovetores
Variaveis Originais Variavel Variavel
Canonica 1 Canonica 2

Incremento % em volume do caule INVOCA) 0,0022 0,0057
Relacdo Peso seco da Raiz / Peso seco C + F (RRPA) -7,5808 -2,4754
Teor relativo de 4gua (TRA) 25,6236 28,4244
Déficit de pressao de vapor (DPV) 37,0274 23,2642
Condutancia (COND) -63,6671 34,8944
Nivel de estresse pela relagao Fv/Fm (Fv/Fm) 26,0677 -22,4944
Evapotranspiragdo (ETR) -0,1182 -0,0268
Relacdo CO2 interno e CO2 externo pelo (Ci/Ca) -14,3605 15,1755
Eficiéncia de utilizacdo de dgua instantaneo (EUA) 7,2409 -1,5655
Autovalores 673,359 124,689
Variancia explicada 73,15 13,55
Variancia explicada acumulada 73,15 86,70

Para auxiliar a formacdo e separacdo de grupos similares de clones, com base
nos escores referentes as duas primeiras varidveis canOnicas, também foi determinada a
matriz de dissimilaridade entre os clones considerando a distancia euclidiana quadratica,

(Tabela 8).

Tabela 8 - Matriz de dissimilaridade entre os clones avaliados considerando os escores
das duas primeiras varidveis canOnicas.

Clone 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 0,2078

3 0,2879 0,5266

4 0,5236 0,8935 0,0483

5 0,4030 0,8437 0,0511 0,0205

6 0,6081 1,5199 0,9598 1,0094 0,7428

7 0,3804 0,8368 0,0573 0,0309 0,0011 0,6876

8 0,2666 0,6084 0,0144 0,0436 0,0192 0,7553 0,0192

9 0,2400 0,7715 0,1423 0,1639 0,0693 0,3729 0,0534 0,0681

10 0,0014 0,2119 0,2486 0,4709 0,3589 0,6131 0,3384 0,2298 0,2138

Clones (referéncia): 1 (1 CL); 2 (2 TC); 3 (3 UR); 4 (4 UR); 5 (5 UR); 6 (6 GU); 7 (7 GU); 8 (8 GU); 9 (9 GU);
10 (10 UC)
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Figura 6 - Dispersao dos clones em funcdo dos escores das duas primeiras varidveis
canodnicas.

Assim como foi constatado para componentes principais, avaliando a Figura 6
podemos novamente observar uma nitida separagdo entre os clones sabidamente
tolerantes a déficit hidrico (clone 1, 2 e 10) a direita no eixo da VC1 (variavel candnica
1) e o clone 6, mais susceptivel, localizados a direita no eixo da CP1, sendo as varidveis
condutancia, DPV e TRA as mais relevantes no agrupamento desses trés clones
considerados tolerantes.

A proximidade no grafico da Figura 6 e o baixo valor de dissimilaridade na
tabela 8 (0,0014) entre os clones 1 e 10, indica similaridade de comportamento entre os
mesmos, sendo que neste caso as varidveis de maior relevancia para este agrupamento

sdo novamente condutancia, DPV e TRA.

Andlise de Correlacoes canonicas (Déficit hidrico)

Na Tabela 9, estao apresentados, para a condicdo de crescimento sob déficit

hidrico, os coeficientes de correlacdo entre as varidveis originais de crescimento das
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mudas e as varidveis candnicas das combinagdes lineares das varidveis de crescimento,
bem como a correlacio entre as varidveis originais das caracteristicas fisiologicas e as
varidveis candnicas das combinacdes lineares das varidveis fisioldgicas das plantas.
Com base nos pares candnicos apresentados na Tabela 9, observou-se predominio das
varidveis TRA e suculéncia, entre as varidveis que compdem o primeiro para candnico
do grupo 1 (caracteristicas de crescimento). Para as varidveis que compdem o grupo 2
(caracteristicas fisiologicas), nenhuma variavel teve correlacio significativa.

No segundo par candnico, houve predominio da varidvel peso seco da raiz no
grupo 1, e ETR e relagdo Ci/Ca para o grupo 2.

No terceiro par candnico, houve maior concentracdo de varidveis com
correlagdes significativas, tanto para o grupo 1 quanto para o grupo 2, sendo que para o
grupo 1 obteve-se significAncia no resultado da correlagdo para as caracteristicas
incremento em altura, peso seco caule, suculéncia, TRA e peso seco de folha
respectivamente em ordem decrescente de valor de correlagdo. E para o grupo 2, as
caracteristicas fotossintese, condutancia, transpiracdo, DPV, relacio FV/FM e ETR
respectivamente em ordem decrescente para o valor de correlagao.

No quarto par candnico, houve alta correlacdo apenas para a varidvel peso seco
raiz, do grupo 1.

No quinto par candnico, ndo foi encontrado nenhuma correlacao significativa.

No sexto para candnico, houve alta correlagdo apenas para a varidvel FV/FM, do

grupo 2.

34



Tabela 9 - Correlacdo entre as varidveis originais de crescimento das mudas e as
varidveis candnicas das combinacdes lineares das varidveis de crescimento das mudas

(Ui).
Variavel U1l U2 U3 U4 Us U6 U7

Grupo 1

INALT -0.038 0.168 -0.807 -0.144 0.006 -0.286 0.465
INDIAM 0.291 0.022 0.271 0.472 0.546 -0.206 0.528
PSR -0.193 0.537 0.415 0.582 -0.102 0.173 -0.351
PSC 0.402 0.466 0.773 0.010 -0.099 0.039 -0.112
PSF 0.403 -0.104 0.563 -0.178 -0.039 -0.350 0.596
TRA 0.661 0.182 -0.624 -0.243 -0.164 0.006 0.234
SCU 0.592 -0.047 -0.691 0.025 0.092 -0.359 0.180

Variavel V1 V2 V3 V4 V5§ Vé \/

Grupo 2

DPV -0.141 -0.106 -0.666 -0.283 0.055 0.465 -0.105
FOT -0.327 0.106 0.919 0.056 0.082 -0.025 0.124
COND 0.120 0.053 0.863 -0.293 -0.207 0.071 -0.276
Fv/Fm 0.013 0.199 -0.616 0.328 0.064 -0.663 0.118
ETR 0.253 0.571 0.585 0.205 0.066 -0.048 -0.411
TRAN -0.152 0.271 0.678 -0.084 -0.148 0.595 -0.212
Ci/Ca 0.040 -0.874 -0.336 0.221 0.152 -0.089 0.028
EUA 0.036 -0.256 -0.265 0.074 0.307 -0.807 0.267

Valores sublinhados referem-se a correlagdes significativas a 5% e representam as varidveis que
predominaram na explica¢do da varidncia total. INALT, incremento percentual em altura do inicio do
tratamento até medicdo, INDIAM, incremento percentual em didmetro, PSR, peso seco da raiz, PSC, peso
seco do caule, PSF, peso seco da folha, TRA, teor relativo de dgua, SCU, suculéncia, DPV, déficit de
pressdao de vapor, FOT, fotossintese, COND, condutincia estomdtica, Fv/Fm, relacio Fv/Fm, ETR,
Evapotranspiracdo, TRAN, Transpira¢do da folha, Ci/Ca, relacdo , e EUA, eficiéncia de utilizacdo da
dgua instantnea.

No sétimo par candnico, houve alta correlacdo para as varidveis peso seco da
folha e incremento em diametro respectivamente no grupo 1 de varidveis, e nenhuma

varidvel apresentou correlagdo significativa no grupo 2 para este par canonico.

Analise de Correlacoes Canénicas (Irrigacao Ideal)

Na Tabela 10 estdo apresentados, para a condi¢do de crescimento em ambiente
com disponibilidade de 4gua ideal, os coeficientes de correlagdo entre as varidveis
originais de crescimento das mudas e as varidveis canOnicas das combinacdes lineares
das varidveis de crescimento, bem como a correlacdo entre as varidveis originais das
caracteristicas fisiol6gicas e as varidveis candnicas das combinacdes lineares das
varidveis fisiologicas das plantas. Com base nos pares canonicos apresentados na Tabela

4, observou-se para o primeiro par candnico (U1,V1) do grupo 1, que somente a
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varidvel PSFolha, apresentou valor significativo. Para as varidveis que compdem o
grupo 2 (caracteristicas fisioldgicas), somente a varidvel Ci/Ca teve uma correlagdo
significativa.

No segundo par candnico, as varidveis que apresentaram correlacdes
significativas para o grupo 1, em ordem decrescente de valor de correlagdo, foram peso
seco raiz, TRA e incremento em didmetro, e para o grupo 2 para este mesmo par
candnico foram as varidveis fotossintese e transpiracao.

No terceiro par candnico, houve a maior concentracdo de varidveis com
correlacdes significativas para o grupo 2, sendo que para o grupo 1 obteve-se
significancia no resultado da correlacdo para as caracteristicas, € peso seco de raiz e
incremento em altura respectivamente em ordem decrescente de valor de correlagdo. E
para o grupo 2, as caracteristicas transpiracao, fotossintese, EUA, DPV e condutancia
respectivamente em ordem decrescente para o valor de correlacdo.

No quarto par candnico houve correlacdo significativa apenas para a varidvel
suculéncia no grupo 1 e EUA e transpirag¢ao no grupo 2.

No quinto para candnico houve correlacdo significativa apenas para a varidvel
Sucu no grupo 1 e Fv/Fm e transpira¢do no grupo 2.

No sexto par candnico houve alta correlacdo apenas para a varidvel peso seco
caule, do grupo 1.

No sétimo para candnico ndo houve nenhuma correcao significativa.

Os resultados apresentados na Tabela 6 confirmam a importancia das
caracteristicas incremento em altura e peso seco folha para o grupo 1 avaliado, e
transpiracdo e fotossintese para o grupo 2, -caracteristicas estas fortemente

correlacionadas com produtividade da planta em condicdes ideais de crescimento.
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Tabela 10 - Correlacdo entre as varidveis originais fisioldgicas das mudas e as varidveis
candnicas das combinagdes lineares das varidveis fisioldgicas das mudas (Ui, Vi).

Variavel Ul U2 U3 U4 Us U6 u7
Grupo 1

INALT -0.168 -0.201 -0.882 0.377 0.060 -0.010 0.081
INDIAM 0.465 0.503 0.297 -0.038 -0.283 0.444 -0.405
PSR -0.261 -0.599 0.560 0.136 0.278 0.041 0.403
PSC 0.467 -0.349 -0.030 -0.381 0.110 0.645 0.293
PSF 0.881 -0.234 0.351 -0.093 0.001 0.143 0.131
TRA 0.326 0.531 -0.310 -0.486 0.174 0.428 0.257
SUCU 0.356 0.319 -0.298 0.593 -0.518 0.226 0.114
Variavel V1 V2 V3 V4 V5 Vé v7
Grupo 2

DPV -0.326 0.294 -0.625 -0.183 -0.156 -0.136 -0.091
FOT 0.181 -0.576 0.721 -0.193 -0.179 -0.010 0.185
COND 0.405 -0.143 0.557 -0.241 0.429 -0.074 -0.448
Fv/Fm 0.368 0.160 0.393 0.432 -0.540 -0.081 -0.304
ETR 0.059 0.595 0.543 0.174 0.502 -0.070 0.060
TRAN -0.025 0.038 0.789 -0.543 0.131 -0.030 -0.133
Ci/Ca 0.712 0.160 -0.299 -0.400 -0.235 0.060 0.170
EUA 0.090 -0.218 -0.627 0.650 -0.276 0.054 0.150

Valores sublinhados referem-se a correlagcdes significativas a 5% e representam as varidveis que
predominaram na explicacdo da variancia total. INALT, incremento percentual em altura do inicio do
tratamento até medi¢do, INDIAM, incremento percentual em didmetro, PSR, peso seco da raiz, PSC, peso
seco do caule, PSF, peso seco da folha, TRA, teor relativo de agua, SCU, suculéncia, DPV, déficit de
pressdo de vapor, FOT, fotossintese, COND, condutincia estomatica, Fv/Fm, relacio Fv/Fm, ETR,
Evapotranspiracdo, TRAN, Transpira¢do da folha, Ci/Ca, relacdo , e EUA, eficiéncia de utilizacdo da
dgua instantinea.
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CONCLUSOES

Os clones sabidamente tolerantes tém relacdo direta com as  varidveis
incremento em altura, suculéncia e relacdo Fv/Fm , e relacdo inversa com as varidveis
massa seca do caule, massa seca da planta, fotossintese e condutancia, quando se avalia
os graficos de médias.

As ferramentas estatisticas de andlise de componentes principais € variaveis
candnicas atendem perfeitamente ao objetivo do trabalho, que € separar os clones
tolerantes dos suscetiveis utilizando as varidveis em questao.

A andlise de correlacdes canOnicas confirma a importancia das varidveis
incremento em altura, suculéncia, relagdo Fv/Fm massa seca do caule, massa seca da
planta, fotossintese e condutancia, para selecdo de material genético em ambiente com
déficit hidrico. E o par canonico nimero 3 (U3,V3), foi o que melhor representou esta
realacdo entre a variaveis.

Foi observado que os clones considerados tolerantes t€m comportamento
isoidrico devido a significativa reducdo na condutincia estomdtica sob condicdo de
déficit hidrico, além de apresentar os menores valores para essa caracteristica. No
entanto, esses clones tolerantes apresentam os maiores incrementos em altura e
suculéncia, mesmo apresentando os menores valores de fotossintese e massa seca da

planta.
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CAPITULO 2

Influéncia do metabolismo enzimatico antioxidante em clones de
eucalipto na tolerancia ao déficit hidrico

Introducao

A eucaliptocultura no Brasil possui 7,84 mihdes de hectares de reflorestamento,
sendo que 91% de toda madeira produzida para fins industriais é de responsabilidade do
setor brasileiro de drvores e corresponde a 6,2% do PIB Industrial do pais (IBA 2017).

O uso do Eucalipto, diferentemente de outras espécies florestais, ocorre devido a
sua grande adaptabilidade aos diversos ambientes edafoclimdticos do pais, pelo seu
crescimento rapido e ao melhoramento genético alcancado para a espécie.

Nas tltimas décadas, ocorreu aumento da demanda de madeira e produtos
derivados da mesma, como: carvdo, energia, papel e celulose, o que elevou a
necessidade de aumento de produtividade e aumento de dreas usadas para a producgdo de
eucalipto.

Todavia, as dreas mais produtivas ja estavam sendo exploradas nas regides sul-
sudeste do pais e novas dreas, nas regides nordeste e norte, passaram a ser exploradas.
Essas regides, no entanto, possuem caracteristicas diferentes das exploradas
anteriormente, apresentando diferentes tipos de solos, variacdes da época de chuva e
elevadas temperaturas. Dessa maneira, alguns materiais selecionados em outras regides
nao foram economicamente produtivos nas novas regides, demonstrando a importancia
de programas de melhoramento especificos para essas novas regides e estudos para
compreender melhor a relagdo entre o eucalipto e as condi¢des ambientais, como a
escassez de dgua em determinados periodos.

Potencializando as caracteristicas das novas dreas produtivas as variagdes
climédticas globais e aos eventos climaticos extremos, como secas severas e chuvas, as
areas produtivas ficaram expostas a estresses hidricos, sendo esse o problema mais
impactante na produtividade (lizumi e Ramankutty, 2015; Lesk et al. 2016).

Um dos principais efeitos da restricao hidrica sobre as plantas € a redu¢do do
processo fotossintético e, consequentemente, do crescimento, devido ao menor
alongamento das células da folha e do caule (Jaleel et al. 2009). A eficiéncia do

processo fotossintético depende, dentre outros fatores, dos pigmentos cloroplastidicos,
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cujas concentracdes podem ser alteradas em resposta ao déficit hidrico (Farooq et al.
2009). Os pigmentos sdo importantes para manter a eficiéncia fotossintética e também
podem contribuir para maior tolerdncia ao déficit hidrico em diferentes espécies de
plantas (Abbasi et al. 2014; Khoyerdi et al. 2016; Mibei et al. 2017).

A reduzida eficiéncia fotossintética associada a seca pode induzir o estresse
oxidativo nas plantas devido ao acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas
moléculas sdo altamente reativas e causam danos as membranas (peroxidacdo de
lipidios), ao DNA, proteinas e inibi¢do enzimdtica (Miller et al. 2010). Por essas razdes,
seus niveis na planta sdo regulados por mecanismos de defesa antioxidantes, que pode
ser enzimatico e/ou ndo enzimdtico (DaCosta e Huang, 2007). O sistema de defesa
antioxidativo enzimdtico compreende vdrias enzimas; dentre as principais, tem-se a
dismutase do superéxido (SOD), a catalase (CAT), as peroxidases totais (POXs), a
peroxidase do ascorbato (APX), a redutase da glutationa (GR) e a peroxidase da
glutationa (GPX) (Huang et al. 2013), as quais operam em diferentes compartimentos
subcelulares, em a¢do conjunta contra o estresse oxidativo (Sharma, 2012).

Além dos mecanismos antioxidantes enzimaticos, compostos como a glutationa
(GSH) e o ascorbato (Asc) atuam como antioxidantes, os quais apresentam taxa
biossintética estimulada em resposta ao estresse, promovendo aumento na capacidade
de defesa da célula (Koffler et al. 2013). A GSH e Asc estdo localizados em diferentes
compartimentos celulares como citosol, reticulo endoplasmatico, vaciolo, mitocondrias,
cloroplastos, peroxissomas, bem como no apoplasto, o que favorece a atuacdo desses
metabdlitos na defesa intracelular contra danos oxidativos induzidos pelas EROS
(Koffler et al. 2014). A peroxidacdo lipidica das membranas celulares induzidas pelas
EROs resulta na formacdo de hidroperéxidos de lipideos, um dos eventos mais
significativos do estresse oxidativo, pois reduz da fluidez, a permeabilidade i6nica e de
outras funcdes associadas as membranas (Queiroz et al. 1998).

O presente estudo buscou analisar as alteragdes metabdlicas relacionadas ao
metabolismo antioxidante em 10 clones de eucalipto, selecionados em dreas diferentes

do Brasil, e compara-los quanto ao nivel de estresse e reacdo ao déficit hidrico.
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Materiais e métodos

Material vegetal

Dez clones comerciais, sendo cinco selecionados na regidao Nordeste de Minas
Gerais (1 CL, 2 TC, 3 UR, 4 UR, 5 UR) e cinco selecionados na regido Norte da Bahia
(6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC) (Tabela 1), os quais foram obtidos a partir do

cruzamento das espécies representadas na Tabela 2. As mudas desses clones foram

selecionadas visualmente quanto a uniformidade de desenvolvimento e sanidade, apds

foram cultivadas em vasos plésticos, cobertos por saco pldstico para impermeabilizar o

vaso, com volume de cinco litros contendo solo peneirado de textura média (Tabela 2) e

adubado com 10 g de Osmocote® de formulacio NPK 19-6-10, com 3 repeticdes, e

mantidos em viveiro de mudas coberto do Departamento de Engenharia Florestal,

Universidade Federal de Vicosa, MG, Brasil no periodo entre 01/12/2015 a 08/04/2016.

Tabela 1 - Identificacdo de clones comerciais.

Toleriancia Grau de
Codigo Cruzamento observada em tolerancia 1" LOCAL DE
8 (observacoes de SELECAO
campo
campo)
1CL E.cloeziana Tolerancia 6 Itamarandiba - MG
172 C. torelliana, . ..
2TC 12 C citriodora Tolerancia 8 Periquito -MG
3UR E.urophylla Suscetivel 4 Itamarandiba - MG
4UR E.urophylla Suscetivel 3 Itamarandiba - MG
SUR E.urophylla Suscetivel 3 Itamarandiba - MG
1/2 E. grandis; p )
6GU 112 E. urophylla Suscetivel 2 Entre Rios - BA
1/2 E. grandis; p
7GU S tivel 4 Inhamb -BA
172 E. urophylla useetive fhambupe
1/2 E. grandis; p
8GU S tivel 4 Inhamb -BA
172 E. urophylla useetive fhambupe
9GU 11//225' L;gr}z;anhi)llsl;a Suscetivel 4 Entre Rios - BA
10UC  1/2 E.camaldulensis; Tolerante 10 Biritinga - BA

1/2 E.grandis
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Tabela 2 - Caracterizacao climdtica do ambiente natural de origem das espécies
utilizadas no cruzamento para formagao dos clones testados.

T t
L. . Precipitaciao Altitude el}ll?era ura
Espécies Clima média max.
(mm) (m) 0
(°C)
C. torelliana Tropical e subtropical 1200-3200 0-800 36
E.cloeziana Tropical e subtropical 1200-3200 40-100 29-34
T ical 1500-2 200-12 27-
E.urophylla emperada, t.roplca e 500-2800 00-1200 7-36
subtropical
C. citriodora Temperada, t.roplcal e 800-1200 0-1200 27-39
subtropical
E.grandis Tropical e subtropical 1200-3200 0-800 36
Deserto, temperado, 150-1100 20-700 26-39
E.camaldulensis  equatorial, tropical e
subtropical

Tabela 3 - Caracteristicas fisicas e quimicas do Latossolo Vermelho + 30% de areia.

Anilise granulométrica (kg.kg ™)

Areia Silte Argila Classe textura Equivalente em umidade
(Kg Kg-1)
0,632 0,123 0,181 Franco arenoso 0,18

Analise quimica (cmol/dm®)

pH P K Ca Mg Al H+Al SB t T m A\
H,0 ...(mg/dm?)... [ (cmOL/dm®) oo | %........
546 |57 8 0,71 0,09 0,0 0,8 0,82 082 1,62 ] 2 50,6

* Anélise realizada no laboratério de analise de solos, tecido vegetal e fertilizante da Universidade Federal
de Vigosa.

A capacidade de campo do solo foi calculada através do método do equivalente
de umidade (EU), em que amostras peneiradas de solos, ou seja, amostras deformadas
de solo, previamente saturadas com 4gua, foram centrifugadas a 1000 xg, durante
30 minutos, ao potencial de -33 kPa (Cassel e Nielsen, 1986), depois as amostras foram
pesadas e levadas a estufa até atingirem massa seca constante. Foi considerada a
capacidade de campo, a quantidade de &4gua que permaneceu no solo apds a
centrifugacdo, que calculado pela diferenca entre o peso imido do solo e o peso seco,
passou a ser considerada a quantidade de 4gua necessaria para atingir 100% da

capacidade de campo do solo.

46



As mudas foram irrigadas por trés meses para adaptacdo ao substrato e ao
ambiente e para simulacio das condi¢des de chuva em campo, com lamina de dgua ideal
para atingir 90% da capacidade de campo do solo (CC) e, apds esse periodo, foram
aplicados os tratamentos durante 40 dias, sendo 50% da capacidade de campo do solo

(CC), simulando déficit hidrico, e 90% da CC, simulando irrigacdo ideal.

Andlises de trocas gasosas

As avaliagOes das trocas gasosas, realizadas entre 08:00 h e 11:00 h, utilizando
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 pmol fétons m-? s-1),
concentragdo atmosférica de CO,, temperatura e umidade ambientes, no segundo par de
folhas completamente expandida (V4), por meio do analisador de gases do
infravermelho (IRGA), equipado com um fluordometro (modelo LI-6400xt, LI-COR
Inc., Lincoln, USA), resultaram nos seguintes parametros: taxa de assimilacdo liquida
do CO; (A) e condutincia estomética (gs).

As varidveis de fluorescéncia da clorofila foram obtidas na mesma folha
utilizada na medicao das trocas gasosas, utilizando o fluordmetro acoplado ao IRGA.
Com as varidveis registradas nas plantas adaptadas ao claro e ao escuro, foi obtido o
seguinte parametro: o rendimento quantico potencial do PSII (Fv/Fm) (Genty et al.

1989; Bilger et al. 1995).

Condutancia estomatica e Fv/Fm

As trocas gasosas foram avaliadas com um analisador de gases do infravermelho
(IRGA), equipado com um fluorometro (modelo LI-6400xt, LI-COR Inc., Lincoln,
USA). Os seguintes parametros foram obtidos: condutancia estomética de vapor d agua
(gs). As medicoes foram realizadas entre 08:00h e 11:00h, utilizando radiagdo
fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 pmol fétons m-2 s-1), concentracao
atmosférica de CO2, temperatura e umidade ambientes. As varidveis de fluorescéncia da
clorofila foram obtidas na mesma folha utilizada na medi¢do das trocas gasosas,
utilizando o fluordometro acoplado ao IRGA. Com as varidveis registradas nas plantas
adaptadas ao claro e ao escuro, foi calculado o seguinte parametro: o rendimento

quantico potencial do PSII (Fv/Fm) (Genty et al. 1989; Bilger et al. 1995).
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Avaliacoes quanto ao status hidrico da planta

O status hidrico das plantas foi avaliado no dltimo dia do experimento, na folha
mais jovem, completamente expandida e sem diagndstico fitossanitario. As medi¢des
foram realizadas entre 04:00h e 06:00h, utilizando-se uma bomba de pressdo do tipo
Scholander (Scholander et al. 1965). A planta € o indicador mais confidvel do estado

hidrico (Larcher, 1995).

Avaliacao do sistema antioxidante enzimatico

Os extratos enzimadticos brutos para a determinacdo das atividades das enzimas,
foram obtidos pela maceracao de 300 mg de folhas em nitrogénio liquido, seguida de
adicao de 2 mL de meio de extracdo, constituido de tampao fosfato de potdssio 0,1 M,
pH 6,8, 4cido etilenodiaminotetricético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et
al. 1999). O homogeneizado foi submetido a centrifugacdo a 12.000xg, por 15 min, a
temperatura de 4°C. O sobrenadante obtido foi utilizado como extrato bruto na
determinagdo das atividades enzimdticas. Todas as etapas necessdrias ao processo de

extracdo foram executadas a temperatura de 4°C.

Determinacao da atividade da dismutase do superéxido (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada pela adi¢do de 50 pL do extrato enzimatico
bruto a 5 mL de meio de reacdo constituido de tampdo fosfato de sédio 50 mmol L™, pH
7,8, contendo metionina 13 mmol L™, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75 pumol L,
EDTA 0,1 mmol L' e riboflavina 2 umol LA reacdo foi conduzida a 25 °C, em uma
camara de reacdo sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W, mantida no
interior de uma caixa coberta com papel aluminio. Apds 5 minutos de exposicdo a luz, a
iluminacao foi interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorreducao do NBT,
foi medida pela absorvancia a 560 nm. A absorvancia a 560 nm de um meio de reagdo
exatamente igual ao anterior, mas mantido no escuro por igual periodo, serviu de branco
e foi subtraido da leitura da amostra que recebeu iluminagdo (Giannopolitis e Ries
1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessdria para

inibir em 50% a fotorreducdo do NBT (Beauchamp e Fridovich 1971).
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Determinacao da atividade da catalase (CAT, EC1.11.1.6)

A atividade da catalase serd determinada pela adi¢cdo de 0,1 mL do extrato
enzimadtico bruto a 2,9 mL de meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potdssio
50 mmol L'l, pH 7,0 e HO, 12,5 mmol L! (Havir e Mchale 1987). O decréscimo na
absorvancia, no primeiro minuto de reacdo, serd medido a 240 nm, a 25 °C. A atividade
enzimdtica serd calculada utilizando-se o coeficiente de extin¢do molar de 36 M cm™

(Anderson et al. 1995) e expresso em umol de H,O, min! g’1 massa fresca.

Determinacio da atividade das peroxidases totais (POX, EC1.11.1.7)

A atividade das peroxidases foi determinada pela adi¢cdo de 0,1 mL do extrato
enzimadtico bruto a 4,9 mL de meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potédssio
25 mmol L, pH 6,8, pirogalol 20 mmol L' e H,0, 20 mmol L (Kar e Mishra 1976).
A producao de purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorvancia durante o
primeiro minuto de reacdo a 420 nm, a 25 °C. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™" em™ (Chance e Maehley

1955) e expressa em umol de H>O, min’' g'1 massa fresca.

Determinacio da atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11)

A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada pela adicao de 0,01 mL
do extrato enzimatico bruto a 0,19 mL do meio de reacdo constituido de tampao fosfato
de potéssio 50 mM, pH 6,0, acido ascorbico 0,8 mM e H,O, 1 mM (Nakano e Asada
1981, modificado por Koshiba 1993). O decréscimo na absorvancia a 290 nm, a
temperatura de 25°C, foi medido durante o primeiro minuto da reacdo, sendo a atividade
da APX determinada com base na inclinagcdo da reta no intervalo de 0,4 a 0,6 minutos,
apds o inicio da reacdo. A atividade enzimdtica foi calculada utilizando-se o coeficiente

de extingdo molar de 2,8 mM"' cm” (Nakano e Asada 1981) e expressa em umol de

L . L 1. .1 -1
acido ascorbico (AA) min~ g massa fresca.
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Avaliacao do sistema antioxidante nao enzimatico

Determinacio da concentracao de glutationa total (GSH + GSSG)

Amostras de 0,3 g de massa fresca de material vegetal foram trituradas em
nitrogénio liquido, seguido da adi¢do de 2 mL de meio de homogeneiza¢do constituido
de HCl 0,1 M contendo EDTA 1mM (Anderson 1985). O homogeneizado foi
centrifugado a 12.000g por 15 min a 4 °C. As aliquotas de 20 pL de extrato bruto foram
adicionados 200 pL de tampao fosfato de sédio 125 uM, contendo EDTA 6,3 mM, pH
7,5, 500 uL de NADPH 0,3 mM e 100 pL de DTNB [4cido 5,5’- ditio-bis (2-
nitrobenzoico)] 6 mM. Apés incubagdo a 30 °C, por 5 min, adicionaram-se 10 pL de
redutase da glutationa (50 U mL'l) e a absorvancia foi determinada a 412 nm durante 1
min. A concentracdo de glutationa foi determinada por meio de curva de calibracdo. Os

-1
resultados forma expressos em nmol g massa fresca.

Determinacao da concentracao de ascorbato e desidroascorbato

Para determinagdo dos teores de ascorbato reduzido e ascorbato total, 0,3 g de
amostras de folhas e de raizes foram homogeneizadas em 2,0 mL de 4&cido
tricloroacético (TCA) 6% e centrifugadas por 5 min, a 4°C, para obtencdo do extrato
bruto. A seguir, 500 pL do extrato enzimético bruto foram adicionados a dois meios de
extracdo para determinacdo do ascorbato total e ascorbato reduzido, sendo incubados a
42 °C, por 15 min, segundo proposto por Kampfenkel et al. (1995). A leitura da
absorvancia foi feita a 525 nm. A concentragdo de desidroascorbato foi calculada pela
diferenca entre ascorbato total e ascorbato reduzido. A concentragdo de ascorbato foi

calculada por meio de curva de calibracao.

Determinacio do teor de prolina no material vegetal

O teor de prolina livre no material vegetal foi determinado pela geragdo de um
produto colorido com ninhidrina (Bates et al. 1973). Para obtencao deste produto 0,5 g
de material vegetal foi homogeneizado com 3 mL de acido sulfosalicilico 3%. O extrato
foi centrifugado durante 10 min a 20000 xg, em seguida, 600 uL de 4cido acético 96% e

600 uL de solugdo de ninhidrina foram adicionados a 600 uL de sobrenadante.
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As amostras foram incubadas em tubos de ensaio durante 1 h, a 100 °C, seguido
da adi¢do de 3 mL de tolueno para extrair o produto da reagdo. As misturas foram
agitadas e, quando duas camadas estavam separadas, 2 mL da fase superior foi
analisada. A concentracdo do produto vermelho foi determinada pela absorvancia a 520

nm. A preparagdo da curva padrio foi feita utilizando L-prolina (Sigma).

Determinacio dos teores de pigmentos fotossintéticos e antocianinas

Os teores de clorofilas a, b e carotenoides foram determinados utilizando-se trés
discos foliares com 5 mm de didmetro, retirados da segunda folha totalmente expandida,
e incubados em 5 mL de dimetilsuféxido (DMSO), saturado com CaCOs3, a temperatura
ambiente por 48 h. As absorvancias das amostras foram determinadas em
espectrofotdmetro (UV-visivel Quimis 0790U2M) e os valores utilizados para calculo
dos teores de clorofila a, b e carotenoides, conforme metodologia de Wellburn (1994).

Para a quantificacdo de antocianinas, amostras de 0,1 g de massa fresca de
folhas foram homogeneizadas em 5 mL de metanol — HCI 1% (v/v) em banho de gelo e
centrifugadas a 10.000 g por 30 min, a 4°C. O teor total de antocianina foi determinado
pela diferenca entre a absorvancia a 536 e 600 nm (Hodges et al. 1999) e os resultados
expressos em pug g-1 MF (massa fresca), como equivalentes de cianidina-3-glucosideo,

através do coeficiente de extingdo molar (26900 L cm-1 mol-1).

Concentracao de espécies reativas de oxigénio

Para determinacdo da concentracdo de anion superéxido (O;’), amostras de 50
mg de folhas foram incubadas em meio de extragdo constituido de sal dissédico do
acido etilenodiamino tetracético (EDTA) 100 uM, NADH 20 uM e tampao fosfato de
sodio 20 mM, pH 7,8 (Mohammadi e Karr, 2001). A reacdo foi iniciada pela introducao
de 100 pL de epinefrina 25,2 mM em HCI 0,1 N. As amostras foram incubadas a 28°C,
sob agitacao, por 5 min. A leitura da absorvancia foi feita a 480 nm, durante 5 minutos
(Boveris et al. 2002; Misra e Fridoovich, 1971). A produ¢do de O2- foi avaliada pela
determina¢do do adenocromo acumulado, utilizando-se o coeficiente de absortividade
molar de 4,0 x 10° M"'(Boveris et al. 2002).

Para determinacdo da concentracdo de peréxido de hidrogénio (H,O,), amostras

de 200 mg de tecido foliar foram homogeneizadas em meio de extracdo constituido de
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tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM, e
centrifugadas a 10.000 x g, por 15 minutos, a 4 °C (Kuo e Kao, 2003). Aliquotas de 50
uL do sobrenadante foram adicionadas a meio de reagdo contendo FeNH4,SO4 100 uM,
acido sulfdrico 25 mM, laranja de xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM (Gay e Gebicki,
2000). As amostras foram mantidas no escuro por 30 minutos e a absorvancia
determinada a 560 nm. As concentracdes de H,O, foram estimadas com base em curva

de calibragdo preparada com padrdes de H,O,.

Analise estatistica

Os experimentos foram realizados de acordo com um esquema fatorial 2x10 (2
capacidades de campo e 10 clones diferentes), com 3 repeticdes, sendo cada repeticao
composta por um vaso com uma planta. Foram avaliados dois percentuais da capacidade
de campo do solo (CC), aplicados de acordo com a diferenga de peso do sistema (vaso,
solo, tutor e dgua) para atingir (50% e 90% CC) simulando, respectivamente déficit
hidrico e irrigacdo ideal.

Em relacdo as varidveis, foi feito teste de Normalidade Shapiro-Wilk, todas
varidveis foram submetidas a ANOVA e estimativa dos parametros genéticos, obtidas
utilizando software GENES/UFV no modelo fatorial simples:

Modelo: Yix = m+Gi+B/Aj+A+GA;+Eij

Onde:

Yij: valor fenotipico do carater Y medido no material genético i, no ambiente j

m: média geral paramétrica dos dados em estudo

G;: efeito do i-ésimo gendtipo

B/Ajy: efeito de blocos dentro de ambiente

A;: efeito do j-€simo ambiente experimental

GAj;: efeito da interagdo do i-€simo genotipo com o j-€simo ambiente

Ejjx: erro médio associado a observagdo Yijk

Considerando o efeito de gendtipo como fixo e o efeito de ambiente aleatorio.
Para a comparacao entre as médias de cada clone, para cada varidvel, foi realizado o
teste de média, Tukey (5% de probabilidade). O resultado foi apresentado em grafico

para cada varidvel, priorizando a disposicdo das barras conforme o ranqueamento dos
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clones para déficit hidrico, facilitando a visualiza¢do do comportamento suceptivel e
tolerante.

Para avaliacdo da importancia dos caracteres na avaliacdo dos clones tolerantes
ao déficit hidrico foi realizada uma andlise multivariada de componentes principais,
varidveis canoOnicas, dissimilaridade e correlacdes candnicas (Software GENES, Cruz
2013).

Algumas varidveis apresentadas no Capitulol, foram analisadas novamente no
Capitulo2, pois precisamos garantir que os clones selecionados como tolerantes sejam

avaliados também quanto a produtividade dos mesmos.
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Resultados e discussoes
Analise estatistica univariada

Ocorreu diferenca estatistica para todos os clones, entre os tratamentos, € sempre
as plantas com condicdo de irrigacao ideal estavam mais hidratadas que as sob déficit
hidrico. Os clones 10 UC e 2 TC permaneceram mais hidratados, mesmo sob déficit
hidrico e sdo considerados tolerantes em campo. O clone 7 GU apresentou menor
potencial hidrico sob déficit hidrico e maior diferenca entre os dois tratamentos, sendo
nove vezes mais hidratado em condi¢do ideal de irrigacdo que sob déficit hidrico e
proximo ao valor encontrado por Shvaleva et al. (2005). Corroborando com o resultado
apresentado por McKiernan et al. (2017), os E. globulos testados quanto a tolerancia de
déficit hidrico moderado apresentaram valores mais negativos para o potencial hidrico

assim como ocorreu para todos os clones testados no presente trabalho (Figura 1).
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-2,50

Figura 1 - Potencial hidrico (Mpa) em 10 clones de eucalipto testados: 1 CL, 2 TC, 3
UR, 4 UR, 5 UR, 6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC, nos tratamentos déficit hidrico (CC

50%) R controle (CC 90%) [IMédias com diferentes letras maitisculas denotam diferencgas
significativas entre os clones dentro do tratamento deficit hidrico, diferentes letras mindsculas denotam
diferencas significativas entre os clones para o tratamento irrigacdo adequada e para o mesmo clone
nimeros diferentes denotam diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras
representam o desvio padrdo da média.

Os teores de clorofila a dos clones 1 CL, 3 UR, 5 UR, 9 GU e 10 UC nio
apresentaram diferenga estatistica entre os tratamentos, j4 os demais clones testados

apresentaram diferenca e maiores concentragdes para o tratamento de irrigacao ideal
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(Figura 2A). Porém, o clone 10 UC, mesmo nao apresentando diferenca estatistica entre
os tratamentos, foi o clone com maior concentracdo de clorofila a. O clone 8 GU
apresentou a menor contracdo de clorofila a sob déficit hidrico e maior diferenca entre
os tratamentos. Para o teor de clorofila b (Figura 2 B), os clones 1 CL, 5 UR, 6 GU, 10
UC, 10 UC nao apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos. O clone 3 UR
apresentou a maior diferenca entre os tratamentos € o 7 GU apresentou a menor
concentracdo quando submetido ao déficit hidrico. Para clorofila total, os clones 1 CL, 3
UR, 5 UR, 6 GU, 9 GU e 10 UC nido apresentaram diferenca estatistica. O clone que
apresentou maior teor de clorofila total foi o clone 10 UC, para ambos os tratamentos, e
o menor foi o 7 GU, que também apresentou maior diferenga entre os tratamentos.

Para a antocianina, apenas o clone 4 UR ndo apresentou diferenca estatistica
entre os tratamentos, sendo que os clones que apresentaram maior concentracdo sob
déficit hidrico foram 1 CL, 5 UR, 6 GU, 7 GU e 8 GU (Figura 2D). Para carotenoides,
ocorreu diferenca estatistica entre clones e tratamentos. Porém, foi observado que
nenhum dos clones aumentou a produgdo de antocianina quando submetidos ao déficit
hidrico. O clone 10 UC e o 2 TC apresentaram as maiores quantidades de carotenoides

nos dois tratamentos, sendo os dois considerados tolerantes (Figura 2E).
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Figura 2 - Concentragdo de clorofila a (mg g'l MF) (A), clorofila b (mg g'l) MF (B),
Clorofila Total (mg g’1 MF) (C), Antocianina (mg g'1 MF) (D), Antocianina (mg g'1
MF) (E) em 10 clones de eucalipto testados: 1 CL, 2 TC, 3 UR, 4 UR, 5 UR, 6 GU, 7
GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC, nos tratamentos déficit hidrico (CC 50%Me controle (CC

90%)[] Médias com diferentes letras maitisculas denotam diferencas significativas entre os clones

dentro do tratamento deficit hidrico, diferentes letras mindsculas denotam diferencas significativas entre
os clones para o tratamento irrigacdo adequada e para o mesmo clone nimeros diferentes denotam
diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam o desvio padrdo da

média.

Os clones 2 TC, 1CL, 9 GU, 8 GU, 4 UR e 10 UC apresentaram diferenca

estatistica e maior atividade de CAT quando sob déficit hidrico (Figura 3A). Sendo que

o clone 2 TC teve atividade aproximadamente o dobro de CAT quando estressado e os

clones 4 UR, 9 GU e 8 GU tiveram atividade aproximadamente o triplo quando

estressados.
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O comportamento dos clones quanto a atividade de POX foi distinto, sendo que
o clone 3 UR apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos, mas teve menor
atividade de POX quando estressado. Ja s clones 2 TC, 1 CL e 10 UC apresentaram
diferenca estatistica entre os tratamentos e apresentando maior atividade de POX
quando estressados, sendo que esses trés clones sdo os clones considerado tolerantes em
campo. O clone 9 GU ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos, mas
obteve maior atividade, aproximadamente o dobro, de POX nos dois tratamentos
(Figura 3B).

Ocorreu diferencga estatistica entre os clones e entre os tratamentos, sendo que
em situacdo de déficit hidrico, todos os clones reagiram aumentando a atividade de
APX. Destaca-se os clones 2 TC, 10 UC que tiveram atividade aproximadamente maior
que o dobro da testemunha que nao sofreu estresse (Figura 3C).

Apesar de todos os clones terem produzido mais SOD quando estressados e
apresentado diferenca estatistica entre os tratamentos, apenas os clones 9 GU, 6 GU e 7

GU apresentaram grande diferenca entre a quantidade produzida com e sem estresse

(Figura 3D).
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diferentes letras maidsculas denotam diferencas significativas entre os clones dentro do tratamento deficit
hidrico, diferentes letras mintisculas denotam diferengas significativas entre os clones para o tratamento
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irrigacdo adequada, e para o mesmo clone nimeros diferentes denotam diferencas significativas entre os
tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam o desvio padrdo da média.

Os clones 7 GU, 2 TC, 5 UR, 1 CL e 10 UC produziram mais glutationa sob
estresse hidrico que em condi¢do ideal de irrigacdo. Os 3 clones que tiveram maior
incremento percentual na producdo de glutationa, da condi¢do ideal de irrigagdo para
condi¢do de déficit hidrico, foram os clones 2 TC, 1 CL e 10 UC, sendo os
considerados tolerantes em condi¢do de campo (Figura 4A).

Apenas os clones 2 TC, 9 GU e 4 UR apresentaram diferenca estatistica entre os
tratamentos e responderam ao estresse aumentando a atividade de ascorbato total, mas o
clone que possui maior atividade de ascorbato total € o clone 10 UC (Figura 4B).

Na Figura 4C, pode-se observar que todos os clones apresentaram diferenca
estatistica entre os tratamentos e produziram mais ascorbato quando estressados. Os
clones que apresentaram maior diferenca entre os tratamentos foram os 2 TC, 1 CL, 6
GU, 4 UR e 9 GU, mas o clone que mais produz ascorbato com e sem estresse € o clone
10 UC.

Os clones que responderam ao estresse hidrico produzindo mais
desidroascorbato e obtiveram diferenca entre os tratamentos foram os 2 TC, 4 UR e 9
GU. Ja os clones 6 GU e 1 CL apresentaram diferenca entre os tratamentos, mas menor
quantidade foi encontrata quando submetidos ao estresse hidrico. Os clones 7 GU, 3
UR, 8 GU, 5 UR e 6 GU produziram, aproximadamente, a mesma quantidade quando
estressados e ndo estressados (Figura 4D).

Os clones 10 UC, 1 CL e 2 TC foram os clones que apresentaram maior relacao
ascorbato/desidroascorbato, sendo que o 1 CL produziu quase o dobro a mais quando
estressado e o 2 TC ndo apresentou diferenca entre os tratamentos. Os demais clones
produziram em média metade da relagdo dos clones considerados tolerantes (Figura 4E).
Quanto a produgio de peroxido e anion superéxido, os clones 10 UC,2 TC e 1

CL foram os que apresentaram menor quantidade de perdxido (Figura 4F) e maior
quantidade de anion superdxido (Figura 4G). Esses clones, juntamente com o 6 GU
ficaram menos estressados com o déficit hidrico que os demais. A alta concentragdo de
anion superéxido em relacdo ao peréxido pode ser explicada pela baixa concentracdo de
SOD (Figura 4G), enzima responsavel por transformar anion superéxido em peréxido
de oxigénio. Alem desse fator, também se pode observar que as concentracdes de

ascorbato (Figura 4C) e catalase (Figura 4A) foram maiores para esses clones em
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resposta ao estresse. Sendo que eles apresentaram as maiores concentragdes de SOD
(Figura 4D).

O déficit hidrico pode aumentar a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Smirnoff 1998) que podem desempenhar um papel na sinalizacdo intracelular
(Finkel 1998) além de causar estresse oxidativo (Rubio et al. 2002). A eliminacido ou
reducdo dos EROs dependem de um sistema de enzimas e metabdlitos antioxidantes
(Polle e Rennenberg 1992). Enzimas como a glutationa redutase (GR), ascorbato
peroxidase (APX), superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) desempenham um
papel fundamental a eliminacdo de ROS, como o superoxido (O,.), peroxido de
hidrogénio (H,0,), hidroxila (OH) e oxigénio singlete (10,), que sdo os iniciadores de
uma cadeia de reacdo que leva a degradacdo de componentes celulares (Sgherri et al.
2000). Sob condicdes adequadas de crescimento, as enzimas e o0s metabolitos
antioxidantes das folhas reduzem ROS e os deixam em niveis adequados, minimizando
assim o dano oxidativo (Smirnoff 1998). Durante periodos de estresse ambiental, por
exemplo, periodos de seca ou alta irradidncia, em que ocorre maior produciao de ROS,
outros mecanismos de protecdo sdo requeridos, como a produgdo de [-caroteno,

zeaxantina e antheraxanthina (Garcia Plazaola et al. 1997, Medrano et al. 2002).
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Figura 4 - Glutationa (A), ascorbato total (B), ascorbato (C), desidroascorbato (D),
ascorbato/desidroascorbato (E), peroxido (F), anio superdéxido (G) em 10 clones de
eucalipto testados: 1 CL, 2 TC, 3 UR, 4 UR, 5 UR, 6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC,

nos tratamentos déficit hidrico (CC 50% I controle (CC 90%) [] Médias com diferentes
letras maidsculas denotam diferencgas significativas entre os clones dentro do tratamento deficit hidrico,
diferentes letras mindsculas denotam diferencgas significativas entre os clones para o tratamento irrigacdo
adequada, e para o mesmo clone nimeros diferentes denotam diferengas significativas entre os
tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam o desvio padrdo da média.

Analise estatistica multivariada
Analise de componentes principais (PCA) (Déficit hidrico)

Na Tabela 4 encontram-se os autovetores e as varidveis originais nas duas
primeiras componentes principais, bem como a variancia explicada por essas varidveis
latentes. Observa-se que as duas primeiras componentes principais apresentam os
maiores autovalores e explicaram 71,26% da variancia total dos dados.

Analisando-se a primeira componente principal, observa-se que 0s maiores
autovetores positivos sdo relativos a ANSUP, ASC/DASC, ASC, CLOA, CLOB e
CLOTOT. Os autovetores negativos mais significativos referem-se a FOTOS e APX.
Logo, os maiores valores para esses componentes (escore) favorecerdo a maior
quantidade de caracteristicas que possuem interacdo positiva, uma vez que maiores
valores desses escores contribuem para maiores valores da maioria de varidveis que
apresentaram interacao significativa com o componente 1.

Para a componente principal 2, observam-se autovetores positivos e

significativos apenas referentes as varidveis CAT e GLUT. Para as varidveis CLOTOT,
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CAROT, POX, e SOD foram obtidos autovetores negativos e com elevada contribui¢io
nessa componente principal. Logo, como valores negativos significativos contempla m
maior quantidade de varidveis, quanto menor os valores de escores dessa componente
principal, maior serdo os valores das varidveis que apresentaram relacdo positiva.

Diante dos autovetores obtidos, pode-se afirmar que as duas primeiras
componentes principais reinem grande quantidade de caracteristicas favordveis e
relevantes para a selecdo de clones de eucalipto para a produ¢do em dareas com
limitacdes hidricas. Nota-se que, no componente principal 1, as duas maiores
contribui¢des sdo das varidveis ANSUP e ASC/DASC, e para a componente principal 2,
das varidveis GLUT e CAT.

A Tabela 5 apresenta a matriz de dissimilaridade entre os clones avaliados,
considerando os escores das duas primeiras componentes principais para as varidveis

avaliadas.

Tabea 4 - Autovetores das duas primeiras componentes principais.

Autovetores
Varidveis Originais Componente 1 Componente 2

FOTOS -0,2627 -0,1857
CONDU -0,2115 -0,2369
FV/EM 0,2312 -0,0486
POTHID 0,2039 -0,0783
CLOA 0,2664 -0,2483
CLOB 0,2624 -0,2591
CLOTOT 0,2639 -0,2609
ANTOC -0,2112 0,0455
CAROT 0,2569 -0,2676
CAT -0,0202 0,3522
POX -0,0215 -0,3017
SOD -0,1737 -0,3407
APX -0,2567 -0,1885
GLUT -0,1026 0,4163
ASCT 0,1747 -0,0425
ASC 0,2795 0,0617
DASC -0,2013 -0,1542
ASC/DASC 0,2806 0,1376
PEHID -0,2384 -0,1928
ANSUP 0,2816 0,0706
Autovalores 10,74 3,52
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Variincia explicada 53,68 17,58
Variincia explicada acumulada 53,68 71,26

Tabela 5 - Matriz de dissimilaridade entre os clones avaliados considerando os escores
das duas primeiras componentes principais para as varidveis avaliadas.

Clone 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 0,0085

3 0,3105 0,3681

4 0,1773 0,2618 0,1867

5 0,2496 10,3183 0,0162 0,0942

6 1,0073 11,0841 0,2071 0,7229 0,3096

7 0,4610 0,5939 0,4786 0,0919 0,3203 1,0935

8 0,4252 0,5209 0,0451 0,1365 0,0266 0,2458 0,3062

9 0,9874 1,0692 0,1946 0,6849 0,2889 0,0012 1,0350 0,2204

10 0,5104 0,4594 0,3693 0,8487 0,4900 0,5698 1,4950 0,6722 0,5948
Clones (referéncia): 1 (1 CL); 2 (2 TC); 3 (3 UR); 4 (4 UR); 5 (5 UR); 6 (6 GU); 7 (7 GU); 8 (8 GU); 9 (9 GU);
10 (10 UC)

A dispersdo dos clones de eucalipto (considerando os clones do género
Eucalyptus e Corymbia), em fungdo dos escores e diagrama de ordenacdo dos
autovetores das duas primeiras componentes principais, para as varidveis avaliadas,
pode ser visualizada na Figura 5, em um plano 2d.

Avaliando a Figura 5, podemos observar o distanciamento no grifico, em
relacdo a maioria dos clones, dos clone 1, 2 e 10, que sdo conhecidos como tolerantes ao
déficit hidrico em condi¢do de campo, nos plantios comerciais no Nordeste da Bahia.
Neste grafico, podemos observar o clone 10 (10 UC hibrido de E. urophylla com E.
camaldulensis) distante dos demais, ocupando a extremidade direita do grafico, sendo
fortemente influenciado pela componente principal 1.

Os clone 1 e 2 se posicionam proximos, em um angulo de 45 graus no gréfico e
um pouco acima do clone 10, indicando forte influéncia das componente 1 e 2. Essa
diferenca de posicionamento entre os clones considerados mais tolerantes a déficit
hidrico no gréfico da Figura 5, por estar sob diferentes influéncias das variaveis, sugere
mecanismos diferentes de tolerancia para estes trés materiais genéticos pertencentes a
espécies distintas do género Eucalyptus.

A proximidade no grafico da Figura 5 e o baixo valor de dissimilaridade na
Tabela 4, 0,0085 para o valor do quadrado da distancia euclidiana entre os clones 1 e 2,
e 0,0012 entre os clones 6 e 9, indica similaridade de comportamento entre 0s mesmos.
Para os clones 6 e 9, essa similaridade € confirmada por se tratar de pares de mesma

espécie, onde o clone 6 (clone 6 GU) e 9 (clone 9 GU) sdo materiais genéticos hibridos
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de E. grandis com E. urophylla. A andlise mais detalhada da Figura 6 nos indica uma
ligeira separagdo entre o grupo de espécies por meio das duas primeiras componentes
principais 1 e 2, posicionando os clones de E. urophyla (3,4 e 5) no meio do grafico, os
clones hibridos entre as espécies E. grandis e E. urophylla ( 6,7, 8, € 9) em alinhamento
diagonal, préximo ao ponto de origem do gréifico, e os clones tolerantes 1 (E.
cloeziana), 2 (hibrido entre Corimbia citriodora ¢ Corimbia toreliana ) e 10 (hibrido
entre E. urophylla e E. camaldulensis) mais distantes do ponto de origem do gréfico.
Essa informacao, obtida pela interpretacdo da Figura 5, indica interagdes com as
varidveis em estudo, diferentes entre as espécies de eucalipto e semelhantes entre clones
dento de uma mesma espécie. Dessa forma, a extrapolacdo de interpretacoes de uma
espécie de eucalipto para outra, quando o trabalho envolve selecdo precoce e via

marcadores fisioldgicos, deve ser feita com rigor e cautela.

cp2 Dispersio gréfica - escores

8.5
9.8 .
9%,

-4

124 |

Figura 5 - Dispersao dos clones em funcio dos escores das duas primeiras componentes
principais.

Analise de Variaveis Canonicas (Déficit hidrico)

A andlise de varidveis canoOnicas foi utilizada, também, por ser um procedimento
estatistico multivariado eficiente para avaliacio do grau de similaridade entre os
materiais genéticos em estudo (clones de eucalipto), levando-se em conta muitas
varidveis na andlise.

O objetivo principal dessa andlise foi proporcionar a simplificacio estrutural dos

dados, de forma que a divergéncia genética, influenciada, em principio, por um conjunto
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com muitas varidveis, possa ser avaliada por um conjunto com poucas varidveis
(varidveis canOnicas), que s3o combinacdes lineares do conjunto maior, ndo
correlacionadas e que possibilita uma avali¢do gréafica bi ou tridimensional de fécil
interpretacdo. Essas varidveis candnicas sdo, também, denominadas de super varidveis,
pois representam mais de uma varidvel original de grande importancia na explicacdo da
diversidade entre os clones.

Na Tabela 6, encontram-se as estatisticas utilizadas na avaliagdo das nove
varidveis candnicas, quando comparadas as 16 varidveis consideradas mais importantes
e desconsiderando as variaveis redundantes, removendo, assim, CLOTOT, ASC, DASC
e ASC/DASC. Para esta andlise, a remog¢ao de varidveis redundantes € importante para
evitar o efeito de multicolinearidade.

Observa-se que as duas primeiras varidveis candnicas foram estatisticamente
significativas e explicaram mais de 95% da variancia total dos dados, com elevado R?
candnico. Logo, as informacdes mais relevantes dos dados originais estdo contidas

nessas duas variaveis candnicas.

Tabela 6 - Estatisticas utilizadas na avaliacdo das nove primeiras varidveis candnicas.

Vartavel R*  Autovalor K NivSig  VARE  VAREA

canonica canonico aprOleadO
1 0,821 7062,30 921 0,001 70,80 70,80
2 0,793 248288 8,57 0,001 24,89 95,69
3 0,721 190,99 6,12 0,001 1,91 97,61
4 0,693 9431 6,08 0,001 0,95 98,55
5 0,534 77,50 6,41 0,001 0,78 99,33
6 0,474 47,49 6,32 0,01 0,48 99,81
7 0,421 11,50 7,14 0,01 0,12 99,92
8 0,374 5,04 6,02 0,01 0,05 99,97
9 0,336 2,66 6,03 0,01 0,03 100,00

NivSig: Nivel de Significancia; VARE: Variancia explicada (%); VAREA: Variincia explicada acumulada
(%)

Na Tabela 7, encontram-se os valores dos autovetores ponderados e a
contribui¢c@o das varidveis originais nas duas primeiras varidveis candnicas, bem como a
variancia explicada por essas varidveis.

Nota-se que as varidveis POTHID, ANTOC, CAROT E CAT apresentaram
autovetores menos expressivos para as varidveis candnicas 1 e 2. Dessa forma, essas
varidveis podem ser consideradas de baixa relevancia no processo de agrupamento dos

clones, tendo como base as duas primeiras varidveis canonicas analisadas. Podemos

68



identificar grande importancia da varidvel CLOB, para a varidvel canonica 1, e da
variavel original FOTOS, para a varidvel candnica 2. Além dessas varidveis originais
(CLOB e FOTOS), com influéncia especifica para uma das varidveis candnicas,
podemos destacar as varidveis originais, CLOA, CLOB e GLUT, que apresentaram
valores de autovetores significativos para as varidveis canonicas 1 e 2.

Assim, podemos considerar que as varidveis FOTOS, FV/FM, CLOA, CLOB e
GLUT podem ser muito importantes no agrupamento e selecdo de clones de eucalipto
para tolerancia ao déficit hidrico. Essas mesmas varidveis estavam incluidas no grupo
de varidveis importantes na andlise de componentes principais, reforcando a

importancia das mesmas.

Tabela 7 - Autovetores das varidveis originais nas duas primeiras varidveis candnicas.

‘4veis Originai Autovetores
Variaveis Originais Variavel Canonica 1 Variavel Canonica 2
FOTOS -0,0847 4,5176
CONDU 0,4061 -2,3124
FV/FM -1,0499 4,2425
POTHID 0,2730 -0,1289
CLOA 1,068 -3,4454
CLOB -1,7936 2,5676
ANTOC -0,2101 -0,0465
CAROT -0,3897 0,4425
CAT -0,3227 0,0815
POX 1,4393 -1,3144
SOD -0,2543 2,2463
APX 1,3769 0,3548
GLUT 1,5753 -3,7903
ASCT -0,4489 2,4187
PEHID 1,4175 -0,0331
ANSUP -0,2321 0,9288
Autovalores 7062,30 2482.88
Variancia explicada 70,80 24,89
Variancia expl acumulada 70,80 95,69

Para auxiliar a formacgdo e separacdo de grupos similares de clones, com base
nos escores referentes as duas primeiras varidveis canOnicas, também foi determinada a
matriz de dissimilaridade entre os clones considerando a distancia euclidiana quadrética,

que pode ser vista na Tabela 8.
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Tabela 8 - Matriz de dissimilaridade entre os clones avaliados considerando os escores
das duas primeiras varidveis candnicas.

Clone 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 0,0260

3 0,3595 10,1943

4 0,6381 0,4105 0,0401

5 0,5004 0,2994 0,0126 0,0116

6 0,8566 0,8459 09156 1,0545 11,0633

7 1,0387 10,8238 0,3880 0,3058 0,3876 0,4508

8 04628 0,3326 0,1621 0,2037 0,2123 0,3314 0,1154

9 0,7738 0,6086 0,3135 0,2953 0,3457 0,3013 0,0256 0,0414

10 0,0068 0,0472 0,4067 0,6954 0,5599 0,7466 1,0162 0,4467 0,7436

Clones (referéncia): 1 (1 CL); 2 (2 TC); 3 (3 UR); 4 (4 UR); 5 (5 UR); 6 (6 GU); 7 (7 GU); 8 (8 GU); 9 (9 GU);
10 (10 UC)

Assim como foi constatado na andlise de componentes principais (Figura5), na
Figura 6 podemos também observar a nitida separacdo entre os clones tolerantes ao
déficit hidrico (clone 1, 2 e 10), a esquerda no eixo da VC1 (varidvel canonica 1), sendo
as varidveis CLOB e GLUT as mais relevantes no agrupamento desses trés clones
considerados tolerantes.

A proximidade no grafico da Figura 6 e o baixo valor de dissimilaridade na
Tabela 7 (0,0068), entre os clones 1 e 10, indica similaridade de comportamento entre
os mesmos. Apesar de ndo serem clones da mesma espécie, esta similaridade pode estar
relacionada a semelhangca no mecanismo de tolerancia ao déficit hidrico, em funcdo do

comportamento das varidveis aqui utilizadas para caracteriza-los.

70



vCz

302.5

789 |

256.3 |

37|

208.1]

184.5

1609 7

13737

M7 |

61 84.6 108.2 131.8 155.4 179 202.6 226.2 249.8 2734 297

vCi

Figura 6 - Dispersdo dos clones em fun¢do dos escores das duas primeiras variaveis
canOnicas.

Como evidenciou a observacdo da Figura 6, a metodologia de andlise por
varidveis candnicas com exclusdo de varidveis redundantes se mostrou tdo eficiente
quanto a andlise por componentes principais para estas varidveis originais, pois ambas
as metodologias conseguiram separar o grupo de clones tolerantes dos susceptiveis e
grupo de clones da espécie E. urograndes dos clones hibridos entre E. grandis e E.
urophylla. A separagdo dos grupos evidencia também que tanto os clones como as
espécies possuem de particularidades de comportamento para as caracteristicas

avaliadas, que ndo variam muito dentro deles.

Analise de Correlacdes canénicas (Déficit hidrico)

Na Tabela 9, estdo apresentados, para a condicdo de crescimento sob déficit
hidrico, os coeficientes de correlagdo entre as varidveis do grupo 1 (FOTOS, CONDU,
FV/EM, POTHID, CLOA, CLOB, ANTOC e CAROT) originais e as varidveis
canOnicas das combinagdes lineares das varidveis (Ui) do grupo 1, bem como a
correlacdo entre as varidveis originais do grupo 2 (CAT, POX, SOD, APX, GLUT,
ASC, DASC, PEHID e ASCT) e as varidveis canonicas das combinac¢des lineares das

varidveis (Vi) do grupo 2.
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Tabela 9 - Correlacdo entre as varidveis originais de crescimento das mudas e as

varidveis candnicas das combinag¢des lineares das varidveis originais (Ui, Vi).

Variavel U1 U2 U3 U4 Us U6 u7
Grupo 1

FOTOS  0.02678 0.27942  0.23754 -0.84805 -0.07714  0.31966  0.13578
CONDU 0.0064 -0.18021 -0.03182 -0.76223 -0.3375 0.3892  -0.19847
Fv/Fm -0.03449  0.14201  0.30648  0.85643 -0.19018  0.09925  0.28251
POTHID 0.21825 0.48268 -0.20995 0.60169 -0.16902  0.25577  -0.24088
CLOA 0.03605 0.28685 0.00836  0.70265 -0.59087  -0.22566  -0.04379
CLOB 0.04468 0.28104 -0.05522 0.69368 -0.61594  -0.22427  0.05923
ANTOC -0.01833 0.12165 0.26573 -0.50998 0.20677  0.43294  0.10479
CAROT 0.06292 0.27813 0.04454  0.65757 -0.62048  -0.27889  -0.05527
Variavel Vi V2 V3 V4 V5 Vo V7
Grupo 2

CAT 0.08554 -0.00009 0.18286  0.19798 0.80016  0.02511  0.52687
POX 0.42439 -0.3051 0.38464 -0.11252 -0.47909  -0.29696  0.35326
SOD 0.24728 -0.09381 0.41883 -0.57134 -0.42821  0.04339  0.49074
APX 0.0695 -0.11872 0.17037 -0.76069 -0.13038  0.40284  0.43061
GLUT 0.3574 -0.23539 0.14376  -0.11328 0.85004  0.01885 -0.20306
ASC -0.14139  0.1627  -0.18359 0.946 -0.06376  0.07392  0.11887
DASC 0.07396  0.31194 -0.02845 -0.63458 0.00368  0.49571 0.14636
PEHID -0.07237 0.20447 -0.02256 -0.78806 -0.08623  0.25859  0.5007
ASCT -0.11004 0.41806 -0.23319 0.62563 -0.07107  0.45241  0.24581

Valores sublinhados referem-se a correlacdes significativas a 5% e representam as varidveis que
predominaram na explicag¢@o da variancia total

Com base nos pares canOnicos apresentados na Tabela 9, observa-se que

nenhuma correlacdo foi significativa para os pares candnicos U1,V1; U2,V2; U3,V3 e

U6,V6, para o grupo 1 e o grupo 2. No quarto par candnico, houve alta correlacdo para

todas as varidveis para o grupo 1 e alta correlagdo para SOD, APX, DASC, PEHID e

ASCT para o grupo 2. No quinto par candnico (U5,VS5), para o grupo 1 foram

significativas as correlacdes com as varidveis originais CLOA, CLOB e CAROT; e para

o grupo 2, CAT e GLUT. No sétimo par candnico (U7,V7), houve alta correlacdo

somente para o grupo 2 de varidveis originais, sendo elas: CAT e PEHID.
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Conclusoes

Os trés clones sabidamente tolerantes (10 UC, 2 TC e 1 CL) tém relacdo direta
com as varidveis, ascorbato/desidroascorbato, ascorbato e anion superdxido, e relacdo
inversa com a varidvel peroxido e SOD. Relacdes estas, esperadas para um mecanismo
de tolerancia a déficit hidrico.

Considerando apenas os dois primeiros clones mais tolerantes em campo (10 UC
e 2 TC), foi observada uma relacio direta com clorofila A, clorofila B, clorofila Total,
carotenoide, ascorbato/desidroascorbato, ascorbato, anion superéxido e potencial
hidrico, e inversa com SOD e antocianina. O que torna essas caracteristicas, fortes
candidatas para serem utilizadas em um programa de melhoramento genético, para
identificacdo de eucaliptos tolerantes a déficit hidrico.

Para o agrupamento de clones tolerantes a déficit hidrico, levando-se em
consideragdo as varidveis deste estudo, o método que mais se aproximou em apresentar
resultado similiar ao que se observa em campo, em plantios comerciais, foi o
agrupamento via analise das varidveis canonicas. Por meio desta andlise, interpretamos
que as varidveis mais aplicaveis a separagdo de clones para tolerdncia foram FOTOS,
FV/EM, CLOA, CLOB e GLUT, o que foi confirmado na andlise de correlagdes
candnicas, onde as mesmas varidveis tiveram altas correlagcdes no par canénioco (U4,

V4).
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CAPITULO 3

Sintese de metabdlitos em eucalipto sob déficit hidrico

Introducao

A eucaliptocultura possui importancia mundial devido a grande adaptabilidade
do género em varios ambientes. Os produtos advindos de suas folhas e caules sdo
usados amplamente, como: 6leos essenciais, madeira para constru¢cdo civil, moveis,
carvao, entre outros. Para a producdo de tantos materiais importantes, comercialmente é
necessario uma grande drea plantada ou uma grande produtividade (IBA 2017), o que
ndo € interessante economicamente. Dessa forma, busca-se sempre maior produtividade,
mas sao muitos estresses bidticos e abidticos que reduzem a produtividade do eucalipto,
dentre os quais, o déficit hidrico € o maior limitador da producdo vegetal (Ferreira et al.
2017).

As diversas espécies possuem diferentes formas de adaptacdo ao déficit hidrico,
algumas buscam o escape através do florescimento precoce, outras reduzem a
transpiracdo e outras aumentam a absor¢do de dgua (Mizutani e Kanaoka 2017). Para que
todas essas adaptagcdes sejam possiveis, a producdo de alguns agentes quimicos sdao
essenciais como, por exemplo, citocininas e 4cido abscisico. Esses sinalizadores
possuem grande importancia no ajuste estomatico e, por consequéncia, na reducdo de
agua perdida por transpiracdo (Chung et al. 2018). Alguns agentes quimicos podem,
também, funcionar como solutos osmoticamente ativos, como por exemplo, os aguicares
e prolina, que reduzem o potencial hidrico celular da planta aumentando a possibilidade
de absorcdo de dgua, mesmo quando existe pouca dgua disponivel no solo (Nolan et al.
2017). Dessa forma, o presente estudo busca avaliar as alteragdes bioquimicas na sintese
de compostos relacionados a tolerancia ao déficit hidrico em 10 clones comerciais de

Eucalipto.
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Materiais e métodos

Material vegetal

Dez clones comerciais, sendo cinco selecionados na regido Nordeste de Minas
Gerais (1 CL, 2 TC, 3 UR, 4 UR, 5 UR) e cinco selecionados na regido Norte da Bahia
(6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC) (Tabela 1), os quais foram obtidos a partir do
cruzamento das espécies representadas na Tabela 2. As mudas desses clones foram
selecionadas visualmente quanto a uniformidade de desenvolvimento e sanidade, apds
foram cultivadas em vasos plésticos, cobertos por saco pldstico para impermeabilizar o
vaso, com volume de cinco litros contendo solo peneirado de textura média (Tabela 2) e
adubado com 10 g de Osmocote® de formulagdo NPK 19-6-10, com 3 repeticdes, €
mantidos em viveiro de mudas coberto do Departamento de Engenharia Florestal,

Universidade Federal de Vigosa, MG, Brasil no periodo entre 01/12/2015 a 08/04/2016.
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Tabela 1 - Identificacdo de clones comerciais.

Tolerancia Grau de
Cédigo Cruzamento observada em tolerancia 1" LOCAL DE
8 (observacoes de SELECAO
campo
campo)
1CL E.cloeziana Tolerancia 6 Itamarandiba - MG
172 C. torelliana;
2T ’ Toleranci Periquito -M
C 19 C. citriodora olerancia 8 eriquito -MG
3UR E.urophylla Suscetivel 4 Itamarandiba - MG
4UR E.urophylla Suscetivel 3 Itamarandiba - MG
5UR E.urophylla Suscetivel 3 Itamarandiba - MG
1/2 E. grandis; ) .
6GU 112 E. urophylla Suscetivel 2 Entre Rios - BA
1/2 E. grandis;
ivel 4 Inh -BA
7GU 112 E. urophylla Suscetive nhambupe
12 E. S,
8GU /2 E. grandis; Suscetivel 4 Inhambupe - BA
1/2 E. urophylla
1/2 E. grandis; ; .
9GU 12 E. urophylla Suscetivel 4 Entre Rios - BA
10UC  1/2 E.camaldulensis; Tolerante 10 Biritinga - BA

1/2 E.grandis

Tabela 2 - Caracterizacao climdtica do ambiente natural de origem das espécies
utilizadas no cruzamento para formagao dos clones testados.

T
. ] Precipitacao Altitude elqueratura
Espécies Clima média max.
(mm) (m) 0
(°C)
) Tropical e 1200-3200 0-800 36
C. torelliana )
subtropical
. Tropical e 1200-3200 40-100 29-34
E.cloeziana .
subtropical
Temperada, tropical ~ 1500-2800 200-1200 27-36
E.urophylla .
e subtropical
C citriodora Temperada, t'roplcal 800-1200 0-1200 27-39
e subtropical
Tropical 1200-3200 0-800 36
E.grandis roplce} ©
subtropical
Deserto, temperado, 150-1100 20-700 26-39

E.camaldulensis equatorial, tropical e
subtropical
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Tabela 3 - Caracteristicas fisicas e quimicas do Latossolo Vermelho + 30% de areia.

Anélise granulométrica (kg.kg ™)

Areia Silte Argila Classe textura Equivalente em umidade
(KgKg-H
0,632 0,123 0,181 Franco arenoso 0,18

Analise quimica (cmol/dm®)

pH P K Ca Mg Al H+Al SB t T m A\
H,0 ...(mg/dm3)... e e (cmolc/dm3) ................................ e . %........
5,46 5,7 8 0,71 0,09 0,0 0,8 0,82 0,82 | 1,62 2 50,6

* Anélise realizada no laboratério de analise de solos, tecido vegetal e fertilizante da Universidade Federal
de Vigosa.

A capacidade de campo do solo foi calculada através do método do equivalente
de umidade (EU), em que amostras peneiradas de solos, ou seja, amostras deformadas
de solo, previamente saturadas com 4gua, foram centrifugadas a 1000 xg, durante
30 minutos, ao potencial de -33 kPa (Cassel e Nielsen, 1986), depois as amostras foram
pesadas e levadas a estufa até atingirem massa seca constante. Foi considerada a
capacidade de campo a quantidade de dgua que permaneceu no solo apds a
centrifugacdo, que calculado pela diferenca entre o peso imido do solo e o peso seco,
passou a ser considerada a quantidade de 4gua necessdria para atingir 100% da
capacidade de campo do solo.

As mudas foram irrigadas por trés meses para adaptacdo ao substrato e ao
ambiente e para simulacdo das condi¢des de chuva em campo, com lamina de 4gua ideal
para atingir 90% da capacidade de campo do solo (CC) e, apds esse periodo, foram
aplicados os tratamentos durante 40 dias, sendo 50% da capacidade de campo do solo
(CC), simulando déficit hidrico, e 90% da CC, simulando irrigacao ideal.

As variaveis de crescimento foram mensuradas logo apds o plantio e no final do
experimento. Apés, foram coletadas amostras em folhas completamente expandidas
posicionadas proporcionalmente nos mesmos pares de folhas em todos os clones e
congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e levadas para o ultra freezer e
armazenados até o momento das andlises. De acordo com Correia et al. (2014) as folhas
sdo os melhores 6rgdos dos vegetais para se identificar caracteristicas ligas ao déficit

hidrico.
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Analises de crescimento

As varidveis de crescimento foram mensuradas no inicio do plantio e no final do
experimento, com andlises morfoldgicas de altura (cm), diametro de coleto (mm),

nimero de folhas, drea foliar (cm?), peso da folha, do caule e raiz.

Quantificacao de fitohormonios

Os hormonios foram extraidos, segundo metodologia descrita por Mdller e
Munné-Bosch (2011), com modificacdes. Foram adicionados 400 pL de solugdo
extratora (metanol:isopropanol:acido acético 20:79:1) em 20 mg de tecido foliar. Em
seguida, as amostras foram agitadas por 20 segundos e, posteriormente, colocadas em
banho de gelo por 30 minutos. Apds centrifugacao (13000 g, 10 min a 4°C), 350 pL do
sobrenadante foram coletados e transferidos para novo tubo. Ao pellet resultante,
repetiu-se o processo de extracdo e, em seguida, juntaram-se os dois sobrenadantes.
Uma ultima centrifugacdo (20.000 g, 5 min a 4°C) foi realizada para remocao dos restos
de tecido em suspensdo e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. O extrato
obtido foi automaticamente injetado (5 pL) no sistema LC-MS/MS utilizando o
equipamento modelo Agilent 1200 Infinity Series, acoplado ao espectrdmetro de massas
tipo triplo quadrupolo (QgQ), modelo 6430 Agilent Technologies. Uma curva de
calibragdo (0,1 ng a 200 ng) utilizando os padrdes de cada hormoénio foi realizada para a
obtencdo da quantificacdo absoluta. Os dados gerados foram analisados no software
“MassHunter Workstation” para obten¢do da area dos picos de cada hormonio ABA ,
AS , Zeatina , JA , MelJa , AIA e ACC nas amostras e os resultados expressos em (ng g°

'MPF).

Extracao etanélica para analises de metabdlitos e proteinas soliveis

Aliquotas de aproximadamente 10 mg de material vegetal liofilizado (folha)
foram adicionadas a 250 pL de etanol 98%, incubadas por 20 min a 80 °C e
posteriormente centrifugadas a 17.000 g por 10 min a temperatura de 4 °C. O
sobrenadante foi coletado, e com o pellet resultante, outras duas extracdes sequenciais
foram realizadas, conforme descrito acima, porém utilizando 250 puL de etanol 80% e

posteriormente, 50%. Os sobrenadantes obtidos com as extragdes foram combinados e
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utilizados na determinacdo de aminodcidos livres e acgucares soluveis (glicose, frutose e
sacarose). O pellet resultante das extracOes foi utilizado para a determinacdo das

concentracdes de amido e de proteinas soluveis.

Determinacao da concentracao de aciicares solaveis

As concentracdes de glicose, frutose e sacarose foram determinadas segundo
metodologia de Fernie et al. (2001). Aliquota de 10 pL de extrato etandlico foi
adicionada em 60 pL de tampao HEPES/KOH 0,1 M pH 7,0, contendo MgCI2 3 mM, 5
pL de ATP 60 mg/mL, 5 uL de NADP+ 36 mg/mL e 0,58 U de desidrogenase da
glicose-6-fosfato (G6PDH). Essa solucao foi avaliada no comprimento de onda de 340
nm até estabilizar a OD (aprox. 30 min). Em seguida, foram adicionados,
sucessivamente, 5 upl das seguintes enzimas: hexocinase (1,5 U por reacdo),
fosfoglicose 1somerase (0,7 U por reacdo) e invertase (5 U por reagdo) com intervalos
de 40 min entre cada aplicacdo e 1 min de intervalo entre cada leitura.

Para estimar a concentragdo da glicose, frutose e sacarose, utilizou-se a seguinte
equacdo, baseada na lei de Lambert-Beer “umol NADPH = AOD / (2,85%6,22)” e os
resultados foram expressos em Sacarose (umol g MS), glicose (umol de NADHP g’'

MF) e frutose (umol de NADHP g MF).

Determinacio da concentracio de aminoacidos livres

A concentracdo de aminodcidos livres foi avaliada conforme descrito por Gibon
et al. (2004). Para a reacdo, foram combinados 10 uL do extrato etandlico, 40 uL de
etanol 70%, 50 uL de tampao citrato pH 5,2 contendo 4cido ascorbico 0,2 % (p/v) e 100
uL de ninhidrina 1% (p/v) em etanol 70% (v/v). A reacdo foi incubada a 95 °C por 20
min no escuro e posteriormente lida no comprimento de onda de 570 nm. A
concentracdo de aminodcidos livres nas amostras foi determinada utilizando-se curva

padrdo de leucina e os resultados expressos em pmol g-1 MS. 2.7.2.

Determinacio da concentracao de acticares solaveis

As concentracdes de glicose, frutose e sacarose foram determinadas segundo

metodologia de Fernie et al. (2001). Aliquota de 10 uL de extrato etandlico foi
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adicionada em 60 pL de tampao HEPES/KOH 0,1 M pH 7,0, contendo MgCI2 3 mM, 5
uL de ATP 60 mg/mL, 5 uL de NADP+ 36 mg/mL e 0,58 U de desidrogenase da
glicose-6-fosfato (G6PDH). Essa solucao foi avaliada no comprimento de onda de 340
nm até estabilizar a OD (aprox. 30 min). Em seguida, foram adicionados,
sucessivamente, 5 pL das seguintes enzimas: hexocinase (1,5 U por reagdo),
fosfoglicose 1somerase (0,7 U por reacdo) e invertase (5 U por rea¢do) com intervalos
de 40 min entre cada aplicacdo e 1 min de intervalo entre cada leitura. Para estimar a
concentracdo da glicose, frutose e sacarose, utilizou-se a seguinte equagdo, baseada na
lei de Lambert-Beer “pmol NADPH = AOD / (2,85%6,22)” e os resultados foram

expressos em (umol g'1 MS).

Determinacio da concentracio de proteinas soldveis totais

A concentragdo de proteinas soluveis totais foi determinada segundo Gibon et al.
(2004). O precipitado resultante da extracdo etandlica foi ressuspendido em 400 uL de
NaOH 0,1 M. As amostras foram incubadas por 1 h a 95 °C sob agitacdo e apds,
centrifugadas por 5 min a 14.000 g, sob temperatura de 4 °C. Uma aliquota de 3 puL do
sobrenadante foi adicionada a 180 uL da solugdo do reagente de Bradford (Bradford,
1976) e, posteriormente, lida no comprimento de onda de 595 nm. A concentracdo de
proteinas soliveis nas amostras foi determinada utilizando-se curva padrio de albumina

sérica bovina (BSA) e os resultados expressos em (mg g'1 MS).

Determinacio da concentracao de amido:

A concentracdo de amido foi determinada no pellet resultante da extracdo
etandlica, segundo Fernie et al. (2001). Aos tubos contendo o NaOH 0,1 M utilizado na
quantificacdo de proteinas, foram adicionados 70 pL de acido acético 1 M, seguido de
agitacdo. Uma aliquota de 40 pL da suspensdo foi combinada com 60 puL. do mix de
hidrélise do amido, composto pelas enzimas amiloglicosidase (0,14 unidades pL-1) e a-
amilase (0,01 U pL-1). As amostras foram incubadas por 1 h a 55 °C, sob agitacdo a
500 rpm. Em seguida, uma aliquota de 10 pL dessa reacdo foi combinada com 160 uL
de tampao Hepes/KOH 0,1M pH 7,0, contendo MgCl, 3 mM, 5 uL de ATP 60 mg mL-
1, 5 uL de NADP+ 36 mg mL-1 e 0,58 U de desidrogenase da glicose-6-fosfato
dependente de NADP+ (G6PDH). Essa nova reagdo foi lida no comprimento de onda de
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340 nm até estabilizacdo da densidade optica (OD), momento em que foram
adicionados 5 uL de hexocinase (2 unidades/reagcdo). As leituras a 340 nm continuaram
por mais 60 minutos, com 1 min de intervalo entre cada leitura. A concentracdo de
amido foi estimada indiretamente pela quantidade de glicose resultante da sua
degradacdo e os resultados calculados por meio da equagdo “pmol NADPH = AOD /
(2,85%6,22)” e expressos em (pmol g 'MF).

Determinaciao de prolina

A determinacdo da concentracdo de prolina foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Shabnam (2016). Amostras de 100 mg de tecido foliar foram
homogeneizadas em 1 mL de 4cido sulfossalicilico 3% (p/v), seguido de centrifugagado a
7.500 rpm por 10 min. Em seguida, foram coletados 100 uL do extrato e adicionados a
200 pL de solucdo éacida de ninhidrina (1,25 g de ninhidrina; 30 mL de 4acido acético 17
glacial; 20 mL de 4acido fosférico 6 M). As amostras foram incubadas por 1 h a 100°C e,
em seguida a reacdo foi paralisada em banho de gelo. As amostras foral lidas no
comprimento de onda de 520 nm e as absorbancias comparadas a curva-padrdo de

prolina (0 a 100 pg mL™). Os resultados foram expressos em (mg ml™ MF).

Analise estatistica

Os experimentos foram realizados de acordo com um esquema fatorial 2x10 (2
capacidades de campo e 10 clones diferentes), com 3 repeti¢des, sendo cada repeticao
composta por um vaso com uma planta. Foram avaliados dois percentuais da capacidade
de campo do solo (CC), aplicados de acordo com a diferenca de peso do sistema (vaso,
solo, tutor e dgua) para atingir (50% e 90% CC) simulando, respectivamente déficit
hidrico e irrigagao ideal.

Em relacdo as varidveis foi feito teste de Normalidade Shapiro-Wilk, todas
varidveis foram submetidas 8 ANOVA e estimativa dos parametros genéticos, obtidas
utilizando software GENES/UFV no modelo fatorial simples:

Modelo: Yijx = m+Gi+B/Aj+A+GA;i+E;j

Onde:

Yijk: valor fenotipico do cardter Y medido no material genético i, no ambiente j

m: média geral paramétrica dos dados em estudo
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G;: efeito do i-ésimo gendtipo

B/Aj: efeito de blocos dentro de ambiente

A;: efeito do j-€simo ambiente experimental

GAj;: efeito da interagdo do i-€simo gendtipo com o j-€simo ambiente

Ejjx: erro médio associado a observagao Yijk

Considerando o efeito de gendtipo como fixo e o efeito de ambiente aleatorio.

Para a comparacdo entre as médias de cada clone, para cada varidvel, foi
realizado o teste de média, Tukey (5% de probabilidade). O resultado foi apresentado
em grafico para cada varidvel, priorizando a disposi¢cdo das barras conforme o
ranqueamento dos clones para deficit hidrico, facilitando a visualizacdo do
comportamento suceptivel e tolerante.

Para avaliacdo da importancia dos caracteres na avaliacdo dos clones tolerantes
ao déficit hidrico foi realizada uma andlise multivariada de componentes principais,
varidveis canonicas, dissimilaridade e correlagdes canonicas (Software GENES, Cruz
2013).

Algumas varidveis apresentadas no Capitulol, foram analisadas novamente no
Capitulo2, pois precisamos garantir que os clones selecionados como tolerantes sejam

avaliados também quanto a produtividade dos mesmos.
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Resultados e discussao

Analise univariada

Os clones 7 GU e 9 GU ndo apresentaram diferenca estatistica entre os
tratamentos, porém, nos clones 1 CL, 2 TC, 3 UR, 6 GU e 10 UC, em resposta ao déficit
hidrico, ocorreu aumento da concentracdo de ABA (Figura 2A), indicando que esses
clones tém potencial em obter maior controle estomético em caso de déficit hidrico,
conforme observado por Correia et al. (2014) em dois gendtipos de
Eucalyptus globulus. Segundo Sussmilch et al. (2017), a capacidade das plantas em
responder a deficiéncia hidrica com aumento da concentracao de ABA € uma vantagem
competitiva para ambientes dridos. Os clones 1 CL e 10 UC, considerados tolerantes em
campo, apresentaram significativo aumento da concentracio de ABA sob déficit
hidrico. Os clones 44 UR, 5 UR e 9 GU produziram mais ABA em condi¢do de
irrigacdo ideal do que quando sob déficit hidrico e os clones 7 GU e 8 GU ndo
apresentaram diferencas estatistica entre os tratamentos. Diferentes procedéncias e
espécies de Eucalipto (E. globulus e E. viminalis) sob déficit hidrico obtiveram aumento
na producio de ABA, de acordo com McKiernan et al. (2016).

Em resposta ao deficit hidrico ocorreram diferengas estatisticas entre os
tratamentos para os clones 1 CL, 3 UR, 6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU e 10 UC, sendo que
apenas nos clones 3 UR e 10 UC ocorreu aumento da concentragdo de (AS) quando em
déficit hidrico (Figura 1B).

Os clones considerados tolerantes em campo 1 CL, 2 TC e 10 UC foram os que
mais produziram zeatina, tanto sob condicao de irrigacdo ideal como sob déficit hidrico,
com maior produgdo, sob déficit hidrico, nos clones 1 CL, 2 TC, 3 UR, 6 GU, 8 GU, 9
GU e 10 UC (Figura 1C).

Os clones que responderam aumentando a concentracdo de jasmonato (JA),
quando em déficit hidrico, foram 2 TC, 3 UR, 6 GU, 8 GU, 9 GU e 10 UC, sendo que o
clone 10 UC foi o mais responsivo ao déficit hidrico, produzindo trés vezes mais que
em condig¢do de irrigacdo ideal (Figura 1D). Correia et al. (2014) observaram reducio na
concentracdo de jasmonato para dois gendtipos E. globulus sob déficit hidrico. No
entanto, assim como descrito por Deuner et al., (2015), a rota metabdlica octadecanoide,
muito importante na defesa contra estresse abidticos, culmina com a produgio do 4cido

jasmonico. Dessa maneira espera-se que clones que respondam mais rapidamente ao
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estresse tenham maior producio de dcido jasmonico, assim como ocorreu com o clone
10 UC, que produziu trés vezes mais sob déficit hidrico do que quando irrigado
adequadamente.

Analisando o metil jasmonato (MeJA), os clones mais responsivos sob déficit
hidrico foram 1 CL, 2 TC, 6 GU, 9 GU e 10 UC. Os demais ndo tiveram diferenca
estatistica para tratamento. Os clones que mais produziram MeJa foram os clones
considerados tolerantes em campo: 2 TC e 10 UC (Figura 1E).

A producdo de dcido indol acético (AIA) apresentou diferenca estatistica entre
os tratamentos, € aumento da concentracdo em resposta ao déficit hidrico, para os clones
1 CL,2TC,3UR,4UR,5UR, 6 GUe 7 GU (Figura 1F).

O 4acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), precursor do etileno, teve
aumento da concentracdo em todos os clones sob déficit hidrico, a excecdo do 10 UC,

que ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos.
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Figura 1 - Concentracdes de ABA (A), AS (B), Zeatina (C), JA (D), MelJa (E), AIA (F)
e ACC (G) em 10 clones de eucalipto testados: 1 CL, 2 TC, 3 UR, 4 UR, 5 UR, 6 GU, 7
GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC, nos tratamentos déficit hidrico (CC 5098 e controle (CC

90%) [[IMédias com diferentes letras maidsculas denotam diferencas significativas entre os clones
dentro do tratamento déficit hidrico, diferentes letras mindsculas denotam diferencas significativas entre os
clones para o tratamento irrigagdo adequada, e para o mesmo clone nimeros diferentes denotam diferencas
significativas entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam odesvio padrdo da média.

A concentrag¢do de amido (Figura 2A) foi maior para o tratamento com irrigagao
adequada na maioria dos clones testados, com exce¢do dos clones 3 UR e 8 GU, que
também foram os unicos clones que ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos.

O tratamento déficit hidrico provocou aumento na concentragdo de sacarose
(Figura 2B) em todos os clones, assim como encontrado por Merchant et al. (2006), em
treze espécies de eucalipto sob déficit hidrico e por Cordeiro et al. (2017), em plantas de
acai. Somente os clones 3 UR e 9 GU nio apresentaram diferenca entre os tratamentos.
Os clones 1 CL, 2 TC, 6 GU e 8 GU produziram cerca de duas vezes mais sacarose
quando submetidos ao déficit hidrico.

O tratamento déficit hidrico estimulou o aumento na concentracdo de glicose
(Figura 2C) para todos os clones, a exce¢do do clone 5 UR, sendo os clones 9 GU e 10
UC os que mais acumularam glicose. O clone 10 UC foi o que menos produziu glicose
em irrigacdo ideal e um dos que mais produziu com déficit hidrico, indicando ser uma

nitida reacdo para tolerancia ao déficit hidrico. O clone 2 TC, apesar de ter produzido
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mais sob a condi¢do de déficit hidrico do que em irrigagdo ideal, manteve-se no
ranqueamento para os tratamentos ficando praticamente na ultima posicao.

De acordo com Merchant et al. (2006), em estudo com 13 espécies de Eucalipto,
o comportamento das espécies sob déficit hidrico ndo segue um padrdo quanto a
concentracdo de glicose.

Para a variavel frutose (Figura 2D), todos os clones aumentaram a produgdo
quando submetidos ao déficit hidrico e somente o clone 5 UR ndo apresentou diferenca
estatistica entre os tratamentos. O clone 10 UC foi o que mais produziu frutose sob
déficit hidrico e o que menos produziu com irrigacao ideal, indicando resposta ao déficit
hidrico. O clone 2 TC foi o clone que menos produziu frutose nos dois tratamentos.

Ocorreu maior producgdo de aminoacidos (Figura 2E) em todos os clones sob déficit
hidrico, com diferenca estatistica entre os tratamentos. Os clones 4 UR e 6 GU
apresentaram o dobro da concentragdo em comparacdo com o tratamento irrigacdo ideal.
Entretanto, o clone 10 UC apresentou o maior acimulo de aminodcidos, nos dois
tratamentos.

Os clones 5 UR e 7 GU foram os tinicos que produziram mais proteinas (Figura
2F) sob déficit hidrico e, somente o 7 GU, ndo apresentou diferenca entre os
tratamentos. O clone 1 CL nido mudou de posi¢do no ranqueamento para os dois
tratamentos, enquanto os clones 10 UC e 2 TC produziram menos proteina nos dois
tratamentos.

Pode-se observar que, na maioria dos clones testados, quando submetidos ao
déficit hidrico, a concentracdo de glicose, fruto, sacarose e aminodcidos aumentaram
nas folhas (Figura 2A,B,C). A concentracdo de glicose foi maior no clone considerado
tolerante em campo, 10 UC, e diferente estatisticamente do controle, produzindo
aproximadamente, 3,5 vezes mais glicose que o controle.

Segundo Echevarria-Zomeno et al. (2009) e Cordeiro et al. (2017) as plantas
podem acumular aciicares como um osmdlito, fonte de energia para recuperacdo do
crescimento ou como fonte de energia para desenvolver mecanismos de tolerincia ao

déficit hidrico, a depender do grau de déficit.
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Figura 2 - Concentragdes de amido (A), sacarose (B), glicose (C), frutose (D),
aminodcidos (E) e proteinas (F) em 10 clones de eucalipto testados: 1 CL, 2 TC, 3
UR, 4 UR, 5 UR, 6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC, nos tratamentos déficit hidrico

(CC 50%)IR controle (CC 90%)[] Médias com diferentes letras maitsculas denotam diferengas
significativas entre os clones dentro do tratamento déficit hidrico, diferentes letras mintsculas denotam
diferencas significativas entre os clones para o tratamento irrigagdo adequada, para o mesmo clone
ndmeros diferentes denotam diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras
representam o desvio padrdo da média.

Segundo Gimeno et al. (2018), se for aumentado o fornecimento de 40% de CO,
em florestas adultas de Eucalipto, com fornecimento limitado de 4dgua, a floresta ndo

responde, reduzindo o uso da dgua ou aumento o crescimento. Logo, ndo seria solucdo
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para o problema de déficit hidrico o aumento da concentracdo de CO; para florestas
adultas. No entanto, para florestas recém-plantadas eles observaram que, pode-se ter
aumento da producao de actcares.

O teor de prolina aumentou em todos os clones, tanto nas folhas como nas raizes
(Figura 3 A e B), em situacdo de déficit hidrico, com as maiores diferencas observadas
nas raizes. O clone 6 GU apresentou o maior acréscimo percentual na concentracdo de
prolina em resposta ao déficit hidrico, sendo dez vezes maior do que a observada em
condi¢do ideal de irrigacdo. Segundo Merchant et al. (2006), as concentracdes de
osmolitos foram maiores nas treze especies de Eucalipto testadas quando sob déficit
hidrico, assim como a concentracido de prolina foi maior para todos os clones testados.
Em outras espécies esse comportamento ¢ também observado conforme demonstrado
por Cordeiro et al. (2017) em plantas de acai.

Resultados apresentados por Merchant et al. (2007) em seis espécies de eucalipto
(E. obliqua, E. rubida, E. camaldulensis, E. cladocalyx, E. polyanthemos e E. tricarpa)
demonstram que o ajuste osmético, sob déficit hidrico, € uma varidvel na defini¢do de

diferencas estatisticas entre as espécies e clones, assim como o ambiente de origem.
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Figura 3 - Concentracio de prolina na folha (A), concentragdo de prolina na raiz (B) em
10 clones de eucalipto testados: 1 CL, 2 TC, 3 UR, 4 UR, 5 UR, 6 GU, 7 GU, 8 GU, 9
GU, 10 UC, nos tratamentos déficit hidrico (CC 50% Me controle (CC 90%)[]. Médias

com diferentes letras maidsculas denotam diferencas significativas entre os clones dentro do tratamento
deficit hidrico, diferentes letras mindsculas denotam diferencas significativas entre os clones para o
tratamento irrigacdo adequada, e para o mesmo clone nimeros diferentes denotam diferencas
significativas entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam o desvio padrdo da média.

O clone 10 UC € fruto do cruzamento entre E. camaldulensis que, de acordo
com sua origem Australiana, vem de regides que, naturalmente, seleciona individuos
com maior tolerdncia ao déficit hidrico. De acordo com Blum (2016) o ajuste osmético,
promovido pelo aumento da concentracio de acgucares, prolina e outros
osmorreguladores e protetores, garante que as espécies mantenham a maior

produtividade em comparacdo com aquelas que nao o fazem.
Andlise Multivariada
Analise de componentes principais (PCA) (Déficit hidrico)
Na Tabela 4 encontram-se os autovetores e a contribui¢do das varidveis originais
nas duas primeiras componentes principais, bem como a variincia explicada por essas

varidaveis latentes. Observa-se que as trés primeiras componentes principais apresentam

os maiores autovalores e explicaram 68% da variancia total dos dados.
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Analisando-se a primeira componente principal observa-se que 0s maiores
autovetores positivos sdo relativos a INCDIAM, INCVOL, ZEATI, JASM, MEJA e
GLICO. Os autovetores negativos mais significativos referem-se a ACC e PROTE. Logo,
quanto maior for o valor desses componentes (escore) maior o nimero de varidveis com
interecdo significativa estaram sendo beneficiadas na componente principal 1.

Para a componente principal 2, observam-se autovetores negativos e
significativos apenas referentes as varidveis: INCDIAM, AMIDO e PROTE. Para as
variaveis INCALT, ABA, ACSA, ZEATI, AIA, PROFO E PRORA, foram obtidos
autovetores positivos e com elevada contribui¢cdo nessa componente principal. Logo,
como valores positivos significativos contemplam maior quantidade de varidveis,
quanto maiores os escores dessa componente principal maior serd a contribuicdo dessas
varidveis com autovetores positivos.

Como utilizando somente as componentes principal 1 e 2 teriamos somente
53,87% da variacao explicada, optou-se por introduzim também a componente principal
3, por ter uma contribuicdo siginificativa (14,64%) e por trés varidveis ainda possibilitar
facilidade na interpretacdo gréafica. Assim, para a componente principal 3 temos a
seguinte observagdo: as varidveis ABA, ACSA, ACC, AMINO, PROTE, SACA e
PROFO apresentaram valores positivos significativos e somente as varidveis INCALT e
JASM apresentaram valores negativos siginificativos. Assim, o ideal sdo valores
maiores de escores para essa componente principal 3.

Diante dos autovetores obtidos, pode-se afirmar que as trés primeiras
componentes principais reinem uma grande quantidade de caracteristicas que podem
ser relevantes para a selecdo de clones de eucalipto para a produ¢do em dreas com
limitagdes hidricas. Nota-se que, com exce¢dao da varidvel FRUTO, todas as outras
varidveis tém importancia significativa em pelo menos um dos trés componentes (CP1,
CP2 e CP3), sendo que no componente principal 1, as duas maiores contribuicdes vém
das variaveis MEJA e GLICO, e para a componente principal 2, das varidveis ABA e

PRORA, e para a componente principal 3, das varidveis PROFO e AMINO.

Tabela 4 - Autovetores nas trés primeiras componentes principais.

Autovetovetores
Varidveis Originais Componente 1 Componente 2  Componente 3
INCALT 0,1836 0,2029 -0,2228
INCDIAM 0,2853 -0,2465 0,1478
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INCVOL 0,3151 -0,1759 0,0914

ABA -0,0287 0,4026 0,2117
ACSA -0,1132 0,3194 0,2262
ZEATI 0,2939 0,3097 -0,0664
JASM 0,3056 0,0988 -0,3637
MEJA 0,4188 -0,0161 0,0118
AIA -0,1874 0,3521 -0,0609
ACC -0,3141 0,0071 0,2524
GLICO 0,3202 0,0205 0,1249
FRUTO 0,1033 0,0224 0,1497
AMINO 0,1569 0,0505 0,3986
PROTE -0,2318 -0,2035 0,3141
SACA 0,2192 -0,1851 0,2998
AMIDO 0,0874 -0,2542 0,1572
PROFO 0,1295 0,2519 0,4491
PRORA 0,1376 0,4075 0,0902
Autovalores 5,23 4,47 2,64

Variancia explicada 29,04 24,83 14,64

Variancia explicada acumulada 29,04 53,87 68,51

A Tabela 5 apresenta a matriz de dissimilaridade entre os clones avaliados
considerando os escores das trés primeiras componentes principais, para as varidveis

avaliadas.

Tabela 5 - Matriz de dissimilaridade entre os clones avaliados considerando os escores
das trés primeiras componentes principais para as varidveis avaliadas.

Clone 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 1,203
3 0,673 0,739
4 0,636 0,533 0,022
5 0,541 1,008 0,035 0,094
6 0,542 0,568 0,207 0,118 0,284
7 1,014 1,184 0,486 0,409 0,557 0,158
8 0,857 0,284 0,252 0,128 0425 0,079 0,324
9 0,577 0,868 0,269 0,202 0,308 0,032 0,070 0,195

10 0,571 0,848 0,942 0,736 1,012 0,294 0,452 0,462 0,313
Clones (referéncia): 1 (1 CL); 2 (2 TC); 3 (3 UR); 4 (4 UR); 5 (5 UR); 6 (6 GU); 7 (7 GU); 8 (8 GU); 9 (9 GU);
10 (10 UC)

A dispersdo dos clones de eucalipto (considerando os clones do género
Eucalyptus e Corymbia) em funcio dos escores, diagrama de ordenagdo dos autovetores

das duas primeiras componentes principais, pode ser visualizada na Figura 4, em um
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plano com duas dimengdes (2D). Como o plano 2D permite visualizar apenas 53,87%
da variacdo explicada, faz-se necessario utilizar a terceira componente principal,
passando a explicar 68,51% da variac@o, o que pode ser observado na Figura 5, em um
plano 3D.

Avaliando a Figura 4, podemos observar um distanciamento no gréafico, em
relacdo a maioria dos clones pelos clone 1 e 10, que sdo sabidamente tolerantes a déficit
hidrico em condi¢cdo de campo, nos plantios comerciais no Nordeste da Bahia. Neste
grafico, podemos observar o clone 1 ( 1 CL E. cloeziana) distante dos demais ocupando
o topo do grafico, sendo fortemente influenciado pela componente principal 2 e pelas
varidveis ABA e PRORA. O clone 10 (10 UC, hibrido de E. urophylla com E.
camaldulensis), se posiciona distante dos demais clones na lateral direita, estando sob
forte influéncia da componente 1 e pelas varidveis MEJA e JASM. Essa diferenca de
posicionamento dos clones mais tolerantes ao déficit hidrico no grafico 2, por estar sob
influéncia de diferentes varidveis, sugere mecanismos diferentes de tolerancia para estes
dois materiais genéticos pertencentes a espécies distintas do género eucalyptus.

Avaliando a Figura 5 podemos observa que, além dos clones 1 e 10, podemos
também separar o clone 2, que também € considerado tolerante ao deficit hidrido na
regido Nordeste da Bahia. Nesta Figura temos a insercdo da componente principal 3,
porém, sdo as componentes principais 1 e 2 que mais influenciaram na separacdo deste
clone do restante do grupo de clones ndo tolerantes. No plano 2d da Figura 4 este clone
encontra-se separado do grupo de clones susceptiveis, no quadrante superior direito,
onde também se posicionam os clones 1 e 10. E nesta Figura ele apresenta um
posicionamento que sugere forte influéncia da varidvel ZEATI, em um angulo que
indica influéncia de mesma magnitude entre as componentes 1 e 2, conforme
apresentado na Tabela 4 (0,29 e 0,30).

A proximidade no grafico da Figura 4 e o baixo valor de dissimilaridade na
Tabela 5 (0,022), para o valor do quadrado da distincia euclidiana, entre os clones 3 e 4,
e 0,032 entre os clones 6 e 9 indica similaridade de comportamento entre os mesmos. E
essa similaridade é confirmada quando nos atentamos para o fato deque sdo pares de
mesma espécie, em que o clone 3 (3 UR) e clone 4 (4 UR) sdao materiais genéticos de E.
urophylla e o clone 6 (6 GU) e clone 9 (9 GU) hibridos de E. grandis com E. urophylla.
Outro fato que refoga a proximidade entre os clones € que os clones 3 e 4 referem-se a

materiais genéticos selecionados pela empresa Aperam em Itamarandiba-MG
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(precipitagdo média anual de 1200 mm) e os clones 6 e 9 foram selecionados na regido
do litoral norte da Bahia pela empresa Copener (precipitacdo média anual de 900 mm).

A Figura 4 apresenta grande separacdo entre o grupo de espécies por meio das
duas primeiras componentes principais 1 e 2, posicionando os clones de E. urophyla
(3,4 e 5) a esquerda do eixo da componente principal 1, os clones hibridos entre as
espécies E. grandis e E. urophylla (7,8 ¢ 9) no quadrante inferior direito do grafico
(baixos valores de CP2 e altos valores de CP1) e os clones tolerantes 1 (E. cloeziana), 2
(hibrido entre Corymbia citriodora e Corymbia toreliana ) e 10 (hibrido entre E.
urophylla e E. camaldulensis).

Essa informacdo, obtida pela interpretacdo das Figuras 4 e 5, indica reacdes
fisioldgicas diferentes entre as espécies de eucalipto e semelhantes entre clones dentro
de uma mesma espécie. Dai o cuidado que se deve ter ao extrapolar interpretacdes sobre
uma espécie de eucalipto para outra, quando estamos trabalhando com as respostas

fisioldgicas frente a manipulagdes do ambiente.

CcP2 Dispersdo grafica - escores e cargas fatoriais
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Figura 4 - Dispersao dos clones e das varidveis avaliadas em fun¢do dos escores e

autovetores respectivamente das duas primeiras componentes principais.
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Figura 5 - Dispersao dos clones e das varidveis avaliadas em funcao dos escores
respectivamente das trés primeiras componentes principais.
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Analise de Variaveis Canonicas (Déficit hidrico)

A andlise de varidveis canoOnicas foi utilizada também por ser um procedimento
estatistico multivariado eficiente para avaliacdo do grau de similaridade entre os
materiais genéticos em estudo (clones de eucalipto).

O objetivo principal dessa andlise é proporcionar a simplificacdo estrutural dos
dados, de forma que a divergéncia genética, influenciada, em principio, por um conjunto
com muitas varidveis, possa ser avaliada por um conjunto com poucas varidveis
(varidveis canOnicas), que s3o combinacdes lineares do conjunto maior, nao
correlacionadas e que possibilita uma avalicdo grifica bi ou tridimensional de fécil
interpretacdo. Essas varidveis candnicas sdo também denominadas de super varidveis,
por representar mais de uma varidvel original de grande importancia na explicacdo da
diversidade entre os clones.

Na Tabela 6 encontram-se as estatisticas utilizadas na avaliagdo das nove
varidveis candnicas, quando comparou as 9 varidveis consideradas mais importantes
desconsiderando as varidveis redundante, removendo assim incremento em altura e
incremento em didmetro, ficando somente com incremento em volume, que € uma
combina¢do matematica das duas anteriores. Para esta andlise a remoc¢do de varidveis

redundantes € importante para evitar o efeito de multicolinearidade.

Tabela 6 - Estatisticas utilizadas na avaliacdo das nove primeiras varidveis candnicas.

:;1':::; R? candnico  Autovalor apm:;ma 4w NS VARE  VAREA
I 0,861 4762,34 9,31 0,001 67,02 67,02
2 0,814 1275,08 8,71 0,001 17,94 84,96
3 0,712 621,65 6,02 0001 875 93,71
4 0,643 191,06 6,12 0,001 2,69 96,40
5 0,511 125 44 7,41 0,001 1,77 98,16
6 0,422 81,19 7,14 0,001 1,14 99,31
7 0411 25,39 7,05 0,01 0,36 99,67
8 0,397 15,36 5,12 0,01 0,22 99,88
9 0,308 8,43 6,47 0,01 0,12 100

NS: Nivel de Significancia; VARE: Varidncia explicada (%); VAREA: Variancia explicada acumulada
(%)

Observa-se que as duas primeiras varidveis candnicas foram estatisticamente

significativas, explicaram mais de 84% da variancia total dos dados e apresentam
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elevado R? candnico. Logo, as informac¢des mais relevantes dos dados originais estdo
contidas nessas duas varidveis candnicas.

Na Tabela 7 encontram-se os autovetores nas duas primeiras varidveis
candnicas, bem como a variancia explicada por essas varidveis.

Pode-se observar na Tabela 7 que, as variaveis: INCVOL, ABA, ACSA, ZEATI,
MEJA, ACC, AMINO, PROTE, SACA E PRORA, apresentaram autovetores pouco
expressivos para as varidveis candnicas 1 e 2. Dessa forma, essas varidveis podem ser
consideradas de baixa relevancia no processo de agrupamento dos clones, tendo como
base as duas primeiras varidveis candnicas analisadas.

Ainda analisando a Tabela 7, ACC e PROFO apresentaram nas duas primeiras
varidveis candnicas valores significativos para os autovetores, sendo respectivamente -
10,98 e -4,06 para a VCI1 e 4,18 e 6,61 para a VC2. Sendo que para a VC2 também
aparece a varidvel GLICO com significativo valor de seu autovetor. Isso indica que
estas trés varidveis podem ser muito importantes no agrupamento e sele¢do de clones de

eucalipto para tolerancia a déficit hidrico.

Tabela 7 - Autovetores das duas primeiras Varidveis canOnicas.

Variaveis Originais Autovetores
Variavel Canonica 1 Variavel Canénica 2

INCVOL 0,0016 0,0026
ABA -0,1549 1,0163
ACSA 0,0088 -0,1996
ZEATI -0,0118 -0,2110
JASM 0,2207 0,8331

MEJA 0,7087 -0,6332
AIA -10,9779 4,1762
ACC -1,7414 0,0293
GLICO 1,1533 5,8570
FRUTO -1,0520 -2,2462
AMINO -1,1289 1,4463

PROTE -1,1759 -1,0609
SACA 0,1112 0,0484
AMIDO 2,5303 -0,7381
PROFO -4,0634 6,6127

PRORA 1,6079 -0,2986
Autovalores 4762,84 1275,08
Variancia explicada 67,02 17,94

Variincia explicada acumulada 67,02 84,96
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A excecdo da varidvel ACC, as varidveis mais importantes nesta andlise
(PROFO e GLICO), também foram identificadas como muito importantes na andlise de
componentes principais, confirmando a grande importancia destas duas varidveis na
selecdo de material genético para tolerancia a déficit hidrico.

Para auxiliar a formacdo e separacdo de grupos similares de clones, com base
nos escores referentes as duas primeiras varidveis canOnicas, também foi determinada a
matriz de dissimilaridade entre os clones considerando a distancia euclidiana quadratica,

que pode ser vista na Tabela 8.

Tabela 8 - Matriz de dissimilaridade entre os clones avaliados considerando os escores
das duas primeiras varidveis candnicas.

Clone 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 1,369

3 0,5238 0,8349

4 0,4404 0,3235 10,1722

5 0,7326 1,0490 0,0266 0,3210

6 0,9682 0,0761 0,8278 0,2527 11,1014

7 1,1289 0,1396 0,3609 0,1596 0,4645 0,2743

8 1,3799 0,0080 0,7432 0,2981 0,9281 0,1177 0,0877

9 0,1739 0,8405 0,0991 0,1214 0,2149 0,6689 0,5027 0,7984

10 0,5909 0,6584 1,2109 0,5289 11,5952 10,2869 0,9554 0,7625 0,7374

Clones (referéncia): 1 (1 CL); 2 (2 TC); 3 (3 UR); 4 (4 UR); 5 (5 UR); 6 (6 GU); 7 (7 GU); 8 (8 GU); 9 (9
GU); 10 (10 UC)

Assim como foi constatado para componentes principais (Figura 4 e 5),
avaliando a Figura 6 podemos novamente observar uma nitida separacao entre os clones
sabidamente tolerantes a déficit hidrico (clone 1 e 10) na parte superior do grafico.
Sendo a VC2 e dentro dela as varidveis originais AIA, GLICO e PROFO (Tabela 7) as
mais relevantes no agrupamento desses trés clones considerados tolerantes.

A proximidade no grafico da Figura 6 e o baixo valor de dissimilaridade na
Tabela 8 (0,0080), entre os clones 2 e 8, indica similaridade de comportamento entre os
mesmos. Porém ndo era de se esperar, uma vez que sdo clones de espécies diferentes e
apresentam reacoes divergentes quando sob efeito de déficit hidrico, sendo um clone

tolerante (2 = 2 TC) e o outro suscetivel (8 = 8 GU).
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Figura 6 - Dispersao dos clones em fun¢do dos escores das duas primeiras varidveis
candnicas.

Como evidenciou a observagao da Figura 6, a metodologia de andlise por varidveis
candnicas com exclusdo de varidveis redundantes nao se mostrou tao eficiente quanto a
andlise por componentes principais, pois a primeira conseguiu separar somente o0S
clones 1 e 10, deixando ainda o clone 2, que € tolerante ao déficit hidrico pouco

distanciado do grupo de clones susceptiveis na representacao grafica.

Analise de Correlacoes canénicas (Déficit hidrico)

Na Tabela 9, estdo apresentados, para a condicdo de crescimento sob déficit
hidrico, os coeficientes de correlacdo entre as varidveis do grupo 1 (INCALT,
INCDIAM, GLICO, FRUTO, AMINO, PROTE, SACA e AMIDO) originais e as
varidveis candnicas das combinacgdes lineares das varidveis do grupo 1, bem como a

correlacdo entre as varidveis originais do grupo 2 (ABA, ACSA, ZEATI, JASM, MEJA,
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AlIA, ACC, PROFO e PRORA) e as varidveis candnicas das combinagdes lineares das
varidveis do grupo 2.

Com base nos pares candnicos apresentados na Tabela 9, ndo se observou
nenhuma varidvel siginificativa no primeiro par canénico (U1,V1) do grupo 1. Para as
varidveis que compdem O grupo 2, as varidveis que apresentaram correlagcdes
significativa foram: ABA, ZEATI, PROFO e PRORA.

No segundo par candnico (U2,V2), houve predominio das varidveis FRUTO e
AMIDO no grupo 1, e somente ACSA no grupo 2.

No terceiro par candnico (U3,V3), para o grupo 1 obteve-se significancia no
resultado da correlacdo para as caracteristicas, INCDIAM e FRUTO, e nenhuma
variavel para o grupo 2.

No quarto par candnico (U4,V4), houve alta correlacdo para a varidvel INCALT
e SACA para o grupo 1 e somente AIA para o grupo 2.

No quinto par candnico (U5,V5), onde concentrou-se a maior quantidade de
varidveis siginificativas, para o grupo 1 foram GLICO e PROTE, e para o grupo 2,
ZEATI, JASM, MEJA e ACC.

No sexto para candnico (U6,V6), houve alta correlagdo apenas para a varidvel
AMINO no grupo 1 e ABA no grupo 2.

No sétimo par candnico (U7,V7), houve alta correlacdo somente para a varidvel
AMIDO no grupo 1 de varidveis, e nenhuma varidvel apresentou correlagdo

significativa no grupo 2 para este par candnico.
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Tabela 9 - Correlacdo entre as varidveis originais de crescimento das mudas e as

varidveis candnicas das combinagdes lineares das varidveis originais (Ui).

Variavel U1l U2 U3 U4 U5 U6 U7
Grupo 1

INCALT -0.0866  0.0286 -0.0330  -0.6025  -0.4697 0.4518 0.4058
INCDIAM  0.0343 0.4912 0.6003 0.4187 -0.4065  -0.0456 0.1904
GLICO -0.0028  -0.4103 0.4176 0.1807 -0.6400 0.1443 -0.4336
FRUTO -0.0259  -0.5563 0.7426 -0.0083  -0.0408  -0.0061  -0.3681
AMINO -0.0884  -0.1581 -0.0013 0.4806 -0.2249 0.6700 -0.4141
PROTE 0.2120 0.3420 0.0547 0.3126 0.5891 0.2651 0.2323
SACA 0.0541 0.1343 0.1139 0.6479 -0.4785 0.1710 0.0986
AMIDO 0.1365 0.7147 0.3750 0.0541 -0.0067 0.2443 -0.5115
Variavel Vi V2 V3 V4 V5 V6 \
Grupo 2

ABA -0.5532 -0.2072  -0.1724  -0.1751 0.1734 0.5657 0.1678
ACSA -0.2654  -0.5444  -0.2022 0.2368 0.2641 -0.0899 0.2143
ZEATI -0.5083  -0.1043  -0.0820  -0.1795  -0.6712 0.0729 0.2422
JASM 0.0114 -0.1219 0.1378 -0.4658  -0.8131  -0.2539 0.1066
MEJA -0.0362  0.0696 0.1768 0.1055 -0.9480 0.2135 -0.0638
AIA -0.2851  -0.2011  -0.2032  -0.6669 0.4128 0.3676 0.0461
ACC 0.4618 -0.1896 0.0055 -0.0259 0.6995 0.3323 -0.0248
PROFO -0.5179  -0.1583 0.2706 0.3100 -0.0285 0.4836 0.1817
PRORA -0.5936  -0.3149  -0.1892  -0.0782  -0.2776 0.0756 -0.1218

Valores sublinhados referem-se a correlacdes significativas a 5% e representam as varidveis que
predominaram na explicag¢@o da variancia total
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CONCLUSOES

As plantas podem aumentar a produgdo de agucares e de prolina para fazer o
ajuste osmotico e esse ajuste estd diretamente relacionado a capacidade das plantas
manterem a producao mesmo em déficit hidrico.

Os clones 1 CL e 10 UC, considerados tolerantes em campo, apresentaram
significativo aumento da concentracio de ABA sob déficit hidrico, o que é uma
vantagem competitiva em ambientes com escassez de dgua, indicando que esses clones
tém potencial em obter maior controle estomético em situagdo de déficit hidrico.

O clone 10 UC, considerado mais tolerante ao déficit hidrico em condicio de
campo, foi 0 mais responsivo ao déficit hidrico, produzindo trés vezes mais jasmonato
que em condicdo de irrigacao ideal. O que € muito importante uma vez que o aumento
da concentra¢do do 4cido jasmonato estd altamente relacionado com a defesa contra o
estresse abidtico. Outro mecanismo de busca de tolerancia a extresse hidrico pelo clone
10 UC foi aumentar significativamente a producdo de glicose e frutose, quando sob
condi¢do de déficit hidrico.

O aumento signifitivo da concentragdo de agtcares e prolina no clone 10 CU
pode ser a maior garantia de manutencao da produtividade deste material genéticos sobe
condic¢do de estresse hidrico. Pois essas duas varidveis sdo excelentes osmorreguladores
€ protetores.

Para o agrupamento de clones tolerantes a déficit hidrico, levando-se em
consideracdo as varidveis deste estudo, o método que mais se aproximou, em apresentar
um resultado similiar a0 que se observa em campo em plantios comerciais, foi o
agrupamento via andlise de componentes principais. Sendo que, por esta andlise,
interpretamos que as varidveis mais aplicdveis a separacdo de clones para tolerancia
foram ABA, MEJA e GLICO.

A andlise de componentes principais e varidveis candnicas, sugerem, pela
diferenca de posicionamento dos clones 10 UC E 1 CL (tolerantes ao déficit hidrico) na
representacdo grafica, que os mesmos estdo sob influéncia de diferentes varidveis,
indicando mecanismos diferentes de tolerancia para estes dois materiais genéticos

pertencentes a espécies distintas do género Eucalyptus e Corimbia.
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CAPITULO 4

Analises morfoanatomicas em clones de eucalipto submetidos ao déficit
hidrico

Introducao

A demanda por produtos florestais tem aumentado nas dltimas décadas, ao passo
que as previsdes climdticas t€m relatado maior mortalidade arborea em resposta a
episddios de seca severa no mundo (Breshears et al. 2005; Allen et al. 2010; Brienen et
al. 2015). Sabe-se que a dgua € o maior limitante ao crescimento e produtividade das
plantas, por esse motivo, estudos para maior compreensdo sobre como a planta se
prepara fisiologicamente para os periodos de seca (Allen et al. 2015), passam a ter cada
vez mais importancia para que esses conhecimentos sejam aplicados em programas de
melhoramento de plantas.

Atualmente, existe um consenso que extremos de precipita¢do se tornaram cada
vez mais frequentes, assim como estacOes de seca prolongadas com substancial
importancia e impacto na produtividade florestal (Reichstein et al. 2013; Boisier et al.
2015). A persisténcia da produgao florestal atual depende da capacidade de aclimatacdo
ou resiliéncia face as mudancas climaticas das espécies plantadas.

De acordo com Bourne et al. (2015) espécies originadas de climas mais umidos
tém maior uso de dgua e também uma maior sensibilidade estomdtica para déficit de
pressdao de vapor. A selecdo de individuos dessa regido, historicamente, resulta em
arvores adaptadas para climas favordveis com fechamento estomdtico para manter a
integridade hidraulica da planta quando as condi¢des ficam desfavordveis. Mas essas
caracteristicas sdo constratantes para planta-las nas regides subumidas, pois para essa
regido, as drvores nativas foram selecionadas pelo seu ambiente para manter a
condutancia, apesar dos altos déficits hidricos alcangados e, também, possuem um
sistema hidraulico refor¢cado (indicado por vasos mais estreitos) em vez de alta
sensibilidade estomatica para deficit de presdo de vapor, para evitar a ocorréncia de
cavitacgao.

As caracteristicas estomadticas e hidrdulicas sdo importantes para entender como
as plantas vao tolerar e responder a climas atuais e futuros, qual impacto as mudancas

climéticas terdo na sobrevivéncia, produtividade e efici€éncia no uso da dgua.
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As espécies diferem em sua capacidade de lidar com o estresse hidrico (Bartlett
et al. 2012; Choat et al. 2012; Rowland et al. 2015), podendo morrer por inani¢ao de
carbono ou falha hidrdulica, ou ambos ao mesmo tempo (McDowell 2011; Anderegg et
al. 2012; Galiano et al. 2012; Anderegg et al. 2013; Hartmann et al. 2013; Brodribb e
McAdam 2015). Para o clima tropical, foram encontradas evidéncias sobre inani¢do de
carbono e evidéncias mais recentes apontando para a falha hidrdulica como principal
gatilho para a mortalidade induzida pela seca (Rowland et al. 2015).

Algumas caracteristicas anatdmicas possuem grande influéncia na manutencao
da hidratacdo da planta, como por exemplo: a espessura foliar, a densidade estomatica, o
diametro do xilema e sistema de venacdo foliar. Essas varidveis foram avaliadas no
presente trabalho, buscando maior compreensdo da relagcdo entre elas e a tolerancia ao

déficit hidrico.
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Materiais e métodos

Material vegetal

Dez clones comerciais, sendo cinco selecionados na regido Nordeste de Minas
Gerais (1 CL, 2 TC, 3 UR, 4 UR, 5 UR) e cinco selecionados na regido Norte da Bahia
(6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC) (Tabela 1), os quais foram obtidos a partir do
cruzamento das espécies representadas na Tabela 2. As mudas desses clones foram
selecionadas visualmente quanto a uniformidade de desenvolvimento e sanidade, apds
foram cultivadas em vasos plésticos, cobertos por saco pldstico para impermeabilizar o
vaso, com volume de cinco litros contendo solo peneirado de textura média (Tabela 2) e
adubado com 10 g de Osmocote® de formulacio NPK 19-6-10, com 3 repeticdes, e
mantidos em viveiro de mudas coberto do Departamento de Engenharia Florestal,

Universidade Federal de Vicosa, MG, Brasil no periodo entre 01/12/2015 a 08/04/2016.

Tabela 1 - Identificacdo de clones comerciais.

Tolerancia Grau de
Codigo Cruzamento observada em tolerdncia 1" LOCAL DE
8 (observacoes de SELECAO
campo
campo)
1CL E.cloeziana Tolerancia 6 Itamarandiba - MG

1/2 C. torelliana; . o
2TC 11 ¢ citriodora Toleréancia 8 Periquito -MG

3UR E.urophylla Suscetivel 4 Itamarandiba - MG

4UR E.urophylla Suscetivel 3 Itamarandiba - MG

5UR E.urophylla Suscetivel 3 Itamarandiba - MG

6GU 172 E. grandis; Suscetivel 2 Entre Rios - BA
1/2 E. urophylla

7GU 12 E. grandis; Suscetivel 4 Inhambupe - BA
1/2 E. urophylla

8GU 12 E. grandis; Suscetivel 4 Inhambupe - BA
1/2 E. urophylla

9GU 12 E. grandis; Suscetivel 4 Entre Rios - BA
1/2 E. urophylla

10UC  1/2 E.camaldulensis; Tolerante 10 Biritinga - BA

1/2 E.grandis
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Tabela 2 - Caracterizacao climdtica do ambiente natural de origem das espécies
utilizadas no cruzamento para formagao dos clones testados.

T t
L. . Precipitacio  Altitude emp ‘Erz,‘ ur
Espécies Clima a média
(mm) (m) 0
max. (°C)
C. torelliana Tropical e subtropical 1200-3200 0-800 36
E.cloeziana Tropical e subtropical 1200-3200 40-100 29-34
T ical 1500-2 200-12 27-
E.urophylla emperada, t.roplca e 500-2800 00-1200 7-36
subtropical
C. citriodora Temperada, t'roplcal e 800-1200 0-1200 27-39
subtropical
E.grandis Tropical e subtropical 1200-3200 0-800 36
Deserto, temperado, equatorial, 150-1100 20-700 26-39

E.camaldulensis ] 3
tropical e subtropical

Tabela 3 - Caracteristicas fisicas e quimicas do Latossolo Vermelho + 30% de areia.

Anélise granulométrica (kg.kg ™)

Areia Silte Argila Classe textura Equivalente em umidade
(Kg Kg-1)
0,632 0,123 0,181 Franco arenoso 0,18

Analise quimica (cmolc/dms)

pH P K Ca Mg Al H+Al SB t T m A\
H,0 mgdmd). | e, (€mOl/d’®)...oooveeveeeceeceeceecene | s %......
546 |57 8 0,71 0,09 0,0 0.8 0,82 082 ] 1,62 2 | 506

* Anélise realizada no laboratério de anslise de solos, tecido vegetal e fertilizante da Universidade Federal
de Vigosa.

A capacidade de campo do solo foi calculada através do método do equivalente
de umidade (EU), em que amostras peneiradas de solos, ou seja, amostras deformadas
de solo, previamente saturadas com 4gua, foram centrifugadas a 1000 xg, durante
30 minutos, ao potencial de -33 kPa (Cassel e Nielsen, 1986), depois as amostras foram
pesadas e levadas a estufa até atingirem massa seca constante. Foi considerada a
capacidade de campo a quantidade de dgua que permaneceu no solo apds a
centrifugacdo, que calculado pela diferenca entre o peso imido do solo e o peso seco,
passou a ser considerada a quantidade de 4gua necessdria para atingir 100% da
capacidade de campo do solo.

As mudas foram irrigadas por trés meses para adaptagdo ao substrato e ao

ambiente e para simulacdo das condi¢des de chuva em campo, com lamina de dgua ideal
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para atingir 90% da capacidade de campo do solo (CC) e, apds esse periodo, foram
aplicados os tratamentos durante 40 dias, sendo 50% da capacidade de campo do solo

(CC), simulando déficit hidrico, e 90% da CC, simulando irrigacdo ideal.

Analises de crescimento e trocas gasosas

As varidveis de crescimento foram mensuradas no inicio do plantio e no final do
experimento, com andlises morfoldgicas de altura (cm) e didmetro de coleto (mm).

As avaliagOes das trocas gasosas, realizadas entre 08:00 h e 11:00 h, utilizando
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 pmol f6tons m’ s'l),
concentragdo atmosférica de CO,, temperatura e umidade ambientes, no segundo par de
folhas completamente expandida (V4), por meio do analisador de gases do
infravermelho (IRGA), equipado com um fluordometro (modelo LI-6400xt, LI-COR
Inc., Lincoln, USA), resultaram nos seguintes parametros: taxa de assimilacdo liquida
do CO; (A) e condutincia estomdtica (gs). As varidveis de fluorescéncia da clorofila
foram obtidas na mesma folha utilizada na medi¢do das trocas gasosas, utilizando o
fluorometro acoplado ao IRGA. Com as varidveis registradas nas plantas adaptadas ao
claro e ao escuro, foram obtidos e/ou calculados o seguinte parametro: o rendimento

quantico potencial do PSII (Fv/Fm) (Genty et al. 1989; Bilger et al. 1995).

Analises anatomicas

Para o estudo anatdomico, foram coletadas folhas completamente expandidas, do
terceiro ou quarto par de folhas, no terco médio das plantas, e caules na regidao do
coleto. Posteriormente, as amostras foram fixadas em FAAS5O, por 48 h, e estocadas em
etanol 70 % (Johansen, 1940). Em seguida, o material vegetal foi incluido em
metacrilato (Historesin-Leica), segundo as recomendacgdes do fabricante.

As folhas foram seccionadas transversalmente, em microtomo rotativo de
avango automdtico (modelo RM2155, Leica microsystems Inc., Deerfield, USA), com 5
um de espessura e corado com azul de toluidina (O’BRIEN et al. 1964), e os caules
seccionados em lamina de ago para cortes de espécies lenhosas. Fragmentos da parte
central da lamina foliar foram seccionados a partir de material armazenado em &lcool
70%, posteriormente, iniciou-se o processo de diafanizacdo das folhas segundo

metodologia descrita por Strittmatter (1973) e modificada para a espécie.
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As amostras foram imersas em etanol 95% e mantidas em placas de Petri sobre a
chapa aquecedora a 100 °C por 5 min, posteriormente, sendo imersas em solu¢cdo de
etanol 95% + NaOH 5% (1:1) sob as mesmas condicdes. Ao serem retiradas da chapa
aquecedora, as amostras foram lavadas em dgua destilada e submersas em hipoclorito a
20% até ficarem totalmente translicidas. Em seguida, as amostras foram lavadas em
agua destilada, para a remog¢do completa do alvejante, imersas em alcool 70% por 10
min e coradas em safranina. Apds o processo de coloracdo, as amostras passaram por
imersao em etanol 80, 70 e 50% e, posteriormente, foram lavadas em dgua destilada. As
laminas histolégicas com os fragmentos foliares foram montadas em gelatina
glicerinada. As imagens foram obtidas em microscopio de luz (modelo AX-70 TREF,
Olympus Optical, Tokyo, Japan) acoplado a camera fotografica digital (modelo Zeiss
AxioCam HRc, Géttinger, Germany) e microcomputador com o programa de captura de
imagens Axion Vision.

As 1imagens obtidas foram digitalizadas e armazenadas. Para as andlises
estruturais, 10 campos distintos de cada amostra foram medidos por meio do software
Image-Pro® Plus (version 4.1, Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, USA). Nas
seccOes foliares foram avaliadas a espessura da lamina foliar total, espessura do
mesoéfilo (EM), da epiderme nas faces inferior (EI) e superior (ES), 5 face superior da
epiderme/limbo e face inferior da epiderme/limbo. Nas seccdes de caule, foram
avaliados ndmero de elementos de vaso e didmetro de elemento de vaso. Nos
fragmentos de folhas diafanizadas foram avaliadas a densidade estomdtica e densidade
de venacdo (DV). Todas as folhas das plantas de testadas foram coletadas e separadas
dos caules com ajuda de uma tesoura, acondicionadas em sacos de papel devidamente
identificados e encaminhadas ao laboratdrio. Avaliando-se a area foliar (AF), utilizando-
se de um digitalizador de imagens (scanner), acoplado a um microcomputador, onde
foram digitalizadas as folhas, e as imagens digitais foram manuseadas conforme
realizado por Jadoski et al. (2012) utilizado o Software ImageJ® (Powerful Image
Analysis). Com base na imagem de uma folha completa, o software por meio de
procedimentos de contraste de cores e de comparagdo com uma escala real presente (5 x

5 cm), foi calculado a 4area total real da folha (cm?).
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Analise nutricional

Ap6s escaneadas, as amostras de folhas foram secas em estufa a 80 °C até a
obtencdo da massa seca constante. Para determinagdo da concentragdo de potdssio (K),
magnésio (Mg) e calcio (Ca), 100 mg do material vegetal foi mineralizado com mistura
nitro-perclorica (2:1), em um bloco digestor, com temperatura controlada em torno de
100 a 120 °C até a completa oxidacdo do material vegetal (Marin et al. 1993). O K foi
medido por fotometria de chama e o Mg e o Ca, por espectrofotometria de absor¢cao

atoOmica, conforme metodologia proposta por Malavolta (1997).

Analise estatistica

Os experimentos foram realizados de acordo com um esquema fatorial 2x10 (2
capacidades de campo e 10 clones diferentes), com 3 repeti¢des, sendo cada repeticdo
composta por um vaso com uma planta. Foram avaliados dois percentuais da capacidade
de campo do solo (CC), aplicados de acordo com a diferenga de peso do sistema (vaso,
solo, tutor e dgua) para atingir (50% e 90% CC) simulando, respectivamente déficit
hidrico e irrigacdo ideal.

Em relagdo as varidveis, foi feito teste de Normalidade Shapiro-Wilk, todas
varidveis foram submetidas 8 ANOVA e estimativa dos parametros genéticos, obtidas
utilizando software GENES/UFV no modelo fatorial simples:

Modelo: Yijx = m+Gi+B/Aj+A+GAji+E;j

Onde:

Yij: valor fenotipico do cardter Y medido no material genético i, no ambiente |

m: média geral paramétrica dos dados em estudo

G;: efeito do i-ésimo gendtipo

B/Aj: efeito de blocos dentro de ambiente

A;: efeito do j-€simo ambiente experimental

GAj;: efeito da interagdo do i-€simo genétipo com o j-€simo ambiente

Ejjx: erro médio associado a observagdo Yijk

Considerando o efeito de gendtipo como fixo e o efeito de ambiente aleatorio.
Para a comparagdo entre as médias de cada clone, para cada varidvel, foi

realizado o teste de média, Tukey (5% de probabilidade). O resultado foi apresentado
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em grafico para cada varidvel, priorizando a disposicdo das barras conforme o
ranqueamento dos clones para déficit hidrico, facilitando a visualizagdo do
comportamento suceptivel e tolerante.

Para avaliacdo da importancia dos caracteres, na avaliacdo dos clones tolerantes
ao déficit hidrico, foi realizada uma andlise multivariada de componentes principais,
varidveis canoOnicas, dissimilaridade e correlagdes candnicas (Software GENES, Cruz
2013).

Algumas varidveis apresentadas no Capitulol, foram analisadas novamente no
Capitulo 2, pois precisamos garantir que os clones selecionados como tolerantes sejam

avaliados também quanto a produtividade dos mesmos.
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Resultados e discussoes

Para a varidvel espessura total (Figura 1A) nenhum dos clones apresentou
diferenca estatistica entre os tratamentos. O Clone 10 CU foi o clone que apresentou
maior espessura total e o clone 2 TC foi o que apresentou menor. Para a varidvel
espessura da epiderme superior (Figura 2B), os clones 4 UR, 7 GU e 5 UR apresentaram
diferenca estatistica e menor espessura epidérmica superior quando estressadas. Ja o clone
1 CL apresentou diferenga estatistica entre os tratamentos, mas a espessura foi menor
quando sob deficit hidrico. Os demais clones ndo apresentaram diferenca estatistica entre
os tratamentos.

A variavel espessura epidérmica inferior s6 apresentou diferenca estatistica entre
os tratamentos para os clones 4 UR e 5 UR (Figura 1C). Para a varidvel espessura do
mesofilo, apenas o clone 9 GU apresentou diferenca entre os tratamentos (Figura 1D).
Na Figura 3, pode-se observar que existem diferencas entre a espessura foliar tota,
epidérmica abaxial, adaxial e também na &drea foliar entre os clones. Diferenca
justificada pela origem dos cruzamentos, que possuem diferentes espécies.

Com relacdo a densidade estomdtica da epiderme superior, os clones 8 GU, 3
UR, 9 GU, 7 GU e 5 UR quando sob déficit hidrico apresentaram diferenca estatistica e
menor densidade. Os clones 5 UR e 3 UR apresentaram diferenga estatistica e maior
diferenca entre os tratamentos (Figura 1E).

Para area foliar, todos os clones apresentaram diferenca estatistica e redu¢do na
area foliar quando submetido ao déficit hidrico, sendo que os clones considerados
tolerantes foram os que apresentaram menor drea foliar. E o clone 10 UC e o 2 TC,
menor redugdo da drea foliar quando sob deficit hidrico (Figura 1F).

Com relag@o ao niimero de vasos do caule ndo ocorreu diferenca estatistica entre
os tratamentos, ocorreu apenas entre os clones; sendo que os clones considerados
tolerantes possuem menor quantidade de vasos que os demais (Figura 1G). Na Figura 5,
ficou evidenciado que existe diferenca entre os clones.

Apenas o clone 9 GU ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos,
todos os demais apresentaram diferenca e possuiam maior diametro quando irrigados
adequadamente (Figura 1H). Pode-se observar, na Figura 4, que os vasos das plantas

irrigadas adequadamente apresentaram didmetros maiores.
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O comprimento total de nervura foi maior para todos os clones quando submetidos
ao déficit hidrico. A diferenga entre o comprimento da nervura para as plantas com déficit
hidrico e irrigacdo ideal foram menores para os clones 10 UC, 2 TC e 8 GU (Figura 11).
Sendo que essa varidvel sofre muito interferéncia do resultado apresentado para a varidvel
area foliar, para reduzir essa influéncia também foi calculada a densidade de nervuras. A
diferenca entre a densidade de nervuras das plantas irrigadas adequadamente e com déficit

hidrico foi menor que a diferenga apresentada para o comprimento de nervura (Figura 1J).
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Diametro do elemento de vaso (um)
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Figura 1 - Espessura total da folha (A), espessura da epiderme superior (B) espessura
da epiderme inferior (C) espessura do mesofilo (D) densidade estomdtica (E) area foliar
(F) quantidade de elementos de vasos do caule (G) diametro de elementos de vasos do
caule (H) comprimento total de nervura (I) e densidade de nervura (J) em 10 clones de
eucalipto testados: 1 CL, 2 TC, 3 UR, 4 UR, 5 UR, 6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC,

nos tratamentos déficit hidrico (CC 50%Jk controle (CC 90%)[] Médias com diferentes
letras maitdsculas denotam diferencas significativas entre os clones dentro do tratamento déficit hidrico,
diferentes letras mindsculas denotam diferengas significativas entre os clones para o tratamento irrigacdo
adequada, e para o mesmo clone nimeros diferentes denotam diferengas significativas entre os
tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras representam o desvio padrdo da média.

Ocorreu diferenga estatistica entre os tratamentos e menor absor¢do de Ca
quando sob déficit hidrico (Figura 2A). Apenas o clone 10 UC nao apresentou diferenca
estatistica entre os tratamentos para a varidvel K (Figura 2B) e os clones 10 CU, 9 GU,
4 UR e 8 GU ndo apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos para Mg
(Figura 2C).

Foram encontradas concentracdes nas folhas maiores dos clones testados quando
a planta foi submetida ao déficit hidrico para os macronotrientes K e Mg, no entanto, os
niveis estavam adequados quando comparados com os dados apresentados por WADT
et al. (1998).

Espera-se que com a redu¢do da dgua disponivel no solo, provoque redugdo do
fluxo de massa e, por consequéncia, ocorra redug¢do dos nutrientes na planta, porém para
o potassio o efeito encontrado por Christina et al. (2015) foi contrario ao esperado e

corrobora com o resultado apresentado na (Figura 2B), em que os clones testados
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apresentaram maior concentracdo de potdssio e magnésio sob déficit hidrico. Assim

como observado também por Battie-Laclau et al. (2014) em estudo feito com

Eucalyptus grandis testando o efeito de déficit hidrico, as plantas submetidas ao déficit

hidrico apresentaram maior concentracao de K que as demais.
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Figura 2 - Concentracdo de Ca na folha (A), concentracio de K na folha (B)

concentracdo de Mg na folha (C) em 10 clones de eucalipto testados: 1 CL, 2 TC, 3 UR,
4 UR, 5 UR, 6 GU, 7 GU, 8 GU, 9 GU, 10 UC, nos tratamentos déficit hidrico (CC
50%) B controle (CC 90%) []Médias com diferentes letras maitsculas denotam diferencas
significativas entre os clones dentro do tratamento déficit hidrico, diferentes letras mintsculas denotam
diferencas significativas entre os clones para o tratamento irriga¢do adequada, e para o mesmo clone

ndmeros diferentes denotam diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey, p < 0,05). As barras
representam o desvio padrido da média.
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Figura 3 - Imagens da drea foliar e corte transversal da folha dos clones 10 UC (A e B);
4UR(CeD); 1CL(EeF);2TC (GeH)e6GU (Ie]J) sob defict hidrico. Barra das
imagens escaneadas 4 cm e dos cortes 100um.
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Figura S - Folhas diafanizadas primeira coluna plantas submetidas ao déficit hidrico,
segunda coluna plantas com irrigacdo ideal. Os clones apresentados nas imagens sdo (A
eB)2TC,(CeD)7GU,(EeF)5UR,(GeH)6GUe (IelJ)9 GU. barras=400um.
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Analise estatistica multivariada

Anadlise de componentes principais (PCA) (Déficit hidrico)

Na Tabela 4 encontram-se os autovetores e a contribui¢do das varidveis originais
nas trés primeiras componentes principais, bem como a variancia explicada por essas
varidveis latentes. Observa-se que as trés primeiras componentes principais apresentam
os maiores autovalores e explicaram 72,04% da variancia total dos dados.

Analisando-se a primeira componente principal observa-se que os maiores
autovetores sdo, na sua maioria, negativos, referentes as caracteristicas Fv/Fm, INALT e
K. Entre os autovetores positivos, o de maior expressividade € o referente a
caracteristica CONDU. Logo, quanto menor for o valor da componente principal 1,
maior o ndmero de varidveis com interacao significativa estaram sendo beneficiadas
nessa componente principal.

Para a componente principal 2 observam-se que a maioria dos autovetores
significativos sdo positivos para as varidveis: INDIAM, INVOL e Ca. Logo, como
valores positivos significativos contemplam maior quantidade de varidveis, quanto
maiores forem os valores dos escores dessa componente principal maior quantidade de
varidvel de interesse em um processo de selecao estardo sendo contempladas.

Como utilizando somente as componentes principal 1 e 2 terifamos somente
58,11% da variacdo explicada, optou-se por introduzir também a componente principal
3, por ter contribuicdo significativa (13,92%) e pelo fato de trés varidveis ainda
possibilitarem a interpretacdo grafica. Assim, para a componente principal 3 temos a
seguinte observacdo: a maioria das varidveis com interacdo significativa nessa
componente principal foram positivas, para as caracteristicas ESEPSUP, ESEPINF e
Mg. Assim, o ideal sdo valores maiores de escores para essa componente principal 3.

Diante dos autovetores obtidos, pode-se afirmar que as trés primeiras
componentes principais retinem uma grande quantidade de caracteristicas que podem
ser relevantes para a selecdo de clones de eucalipto para a produ¢do em dreas com
limitacdes hidricas. Nota-se que, com excecdo das varidveis ARFOL, COMPNER e
DENERYV, todas as outras varidveis tm importancia significativa em pelo menos um dos
trés componentes (CP1, CP2 e CP3), sendo que no componente principal 1 as duas

maiores contribuicdes vém das varidveis INALT e K, para a componente principal 2,
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das varidveis DENESTON e INDIAM, e para a componente principal 3 , das varidveis

ESEPINF e ESEPSUP.

Tabela 4 - Autovetores nas trés primeiras componentes principais.

Variaveis Originais

Autovetores

Componente 1

Componente 2

Componente 3

FOTOS 02315 0,0081 02119
CONDU 0,3154 10,0586 20,0421
Fv/Fm 10,2857 0,2105 0,1199
INALT 10,3384 0,0182 20,0194
INDIAM 0,0161 0,4677 0,0443
INVOL 20,1037 0,4409 20,0342
ARFOL 0,2517 0,0914 0,1643
Ca 20,0066 0,4093 0,0952
K 20,3301 0,0447 0,1272
Mg -0,2851 0,0317 0,2859
ESPTOT 0,2263 0,3378 -0,1151
ESEPSUP 0,1088 0,0011 0,4667
ESEPINF 0,0019 0,0583 0,5499
ESMESO 0,2047 0,3603 -0,1438
DENESTON 10,2652 0,745 0,2606
QTDEV 0,2541 -0,2853 0,0535
DIAMEV 20,1608 0,0624 20,3388
COMPNER 0,2543 0,1471 0,0745
DENERV -0,2366 0,0014 -0,2373
Autovalores 7,3192 3,7198 2,6448
Varidncia explicada 38,5324 19,5835 13,9237
Variancia explicada 38,5324 58,1156 72,0393

acumulada

A Tabela 5 apresenta a matriz de dissimilaridade entre os clones avaliados

considerando os escores das trés primeiras componentes principais, para as varidveis

avaliadas.
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Tabela 5 - Matriz de dissimilaridade entre os clones avaliados considerando os escores
das trés primeiras componentes principais para as variaveis avaliadas.

Clone 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 2,0036

3 1,7963  0,4799

4 1,7835 10,8849 0,0658

5 1,6074 0,7582 0,0476 0,0231

6 1,4851 10,5957 0,1031 0,1222 0,1581

7 1,0728 0,7473 0,1928 0,1661 0,1841 0,0410

8 1,4517 11,0109 0,1548 0,0445 0,0879 0,0859 0,0702

9 1,0791 0,7369 0,1417 0,1111 0,1093 0,0549 0,0127 0,0475

10 1,0297 0,4095 0,1951 0,2942 0,2662 0,0756 0,0621 0,2278 0,0803

Clones (referéncia): 1 (1 CL); 2 (2 TC); 3 (3 UR); 4 (4 UR); 5 (5 UR); 6 (6 GU); 7 (7 GU); 8 (8 GU); 9 (9 GU);
10 (10 UC)

A dispersdo dos clones de eucalipto (considerando os clones do género
eucalyptus e corymbia) em fun¢do dos escores, diagrama de ordenacdo dos autovetores
das trés primeiras componentes principais, pode ser visualizada na Figura 6, em um
plano com trés dimensdes (3D).

Avaliando a Figura 6, podemos observar um distanciamento no grifico, em
relacdo a maioria dos clones, dos clones 1, 2 e 10, que sdo sabidamente tolerantes a
déficit hidrico em condi¢do de campo, nos plantios comerciais no Nordeste da Bahia.
Neste grafico podemos observar o clone 2 (hibrido de Corimbia citriodora com
Corimbia Toreliana) distante dos demais, ocupando o canto esquerdo do gréfico, sendo
fortemente influenciado pela componente principal 1. Os clones 1 (E. cloesiana) e 10
(10 CU, hibrido de E. urophylla com E. camaldulenis), se posiciona um pouco menos
distantes dos demais clones, mas ficam agrupados no centro do gréafico, estando sob
maior influéncia das componentes principal 1 e 2. Essa diferenga de posicionamento dos
clones mais tolerantes a déficit hidrico na Figura 6, devido a estar sob influéncia de
diferentes varidveis, sugere mecanismos diferentes de tolerdncia para estes trés
materiais genéticos pertencentes a espécies distintas do género eucalyptus.

Os baixos valores de dissimilaridade na Tabela 5, para o valor do quadrado da
distancia euclidiana, entre os clones 3 e 4 (0,0658), 3 ¢ 5 (0,0476) e 4 ¢ 5 (0,0231),
indica similaridade de comportamento entre os mesmos. E essa similaridade ¢é
confirmada quando nos atentamos para o fato que se tratam de clones de mesma
espécie, em que o clone 3 (3 UR), o clone 4 (4 UR) e o clone 5 (5 UR) sdo materiais

genéticos de E. urophylla. Outro fato que refor¢a a proximidade entre os clones € que os
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clones 3, 4 e 5, referem-se a materiais genéticos selecionados pela empresa Aperam em
Itamarandiba-MG, ambos em condicdes ambientais muito similares.

Avaliando a Figura 6, também pode-se evidenciar uma separacao entre o grupo de
espécies por meio das trés primeiras componentes principais 1, 2 e 3, posicionando 0s
clones de E. urophyla (3,4 e 5) a direita e a baixa altura, os clones hibridos entre as
espécies E. grandis e E. urophylla (6,7,8 e 9) a direita e mais acima no gréifico, e os
clones tolerantes 1 (E. cloeziana), 2 (hibrido entre Corymbia citriodora e Corymbia
toreliana ) e 10 (hibrido entre E. urophylla e E. camaldulensis), localizados mais a
esquerda no grafico.

Essa informagdo, obtida pela interpretagdo da Figura 6, indica comportamento
diferenciado, para as caracteriscas avaliadas, entre as espécies de eucalipto e
semelhantes entre clones dentro de uma mesma espécie. Diante disso, deve-se ter
cuidado ao extrapolar interpretagdes de uma espécie de eucalipto para outra, quando,

principalmente, se o trabalho ndo for a uma mesma condi¢do ambiental.

Figura 6 - Dispersao dos clones e das varidveis avaliadas em funcio dos escores
respectivamente das trés primeiras componentes principais.
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Analise de Variaveis Canonicas (Déficit hidrico)

A andlise de varidveis canoOnicas foi utilizada, também, por ser um procedimento
estatistico multivariado eficiente para avaliacdo do grau de similaridade entre os
materiais genéticos em estudo (clones de eucalipto).

O objetivo principal dessa andlise € proporcionar asimplificacio estrutural dos
dados, de forma que a divergéncia genética, influenciada, em principio, por um conjunto
com muitas varidveis, possa ser avaliada por um conjunto com poucas varidveis (varidveis
candnicas), que sdo combinacdes lineares do conjunto maior, ndo correlacionadas e que

possibilita uma avaliagdo grafica bi ou tridimensional de fécil interpretacdo. Essas
varidveis canOnicas, sao também denominadas de super varidveis, por representar mais de

uma varidvel original de grande importancia na explicacdo da diversidade entreos clones.
Na Tabela 6 encontram-se as estatisticas utilizadas na avaliacdo das nove varidveis
canonicas, quando se comparou as 17 varidveis consideradas mais importantes
desconsiderando as variaveis redundante, removendo assim INVOL (incremento % em

Volume do caule) e ESPTOT (espessura total da epiderme). Para esta andlise, a
remoc¢do de varidveis redundantes € importante para evitar o efeito de
multicolinearidade.

Observa-se que as duas primeiras varidveis candnicas foram estatisticamente
significativas, explicaram mais de 97% da variancia total dos dados e apresentam
elevado R? candnico. Logo, as informagdes mais relevantes dos dados originais estdo

contidas nessas duas variaveis candnicas.

Tabela 6 - Estatisticas utilizadas na avaliacdo das nove primeiras varidveis candnicas.

c‘::;iivcez R? canonico Autovalor F aproximado NS VARE VAREA
1 0,891 9537,607 9,12 0,001 93,97 93,97
2 0,831 334,486 8,71 0,001 3,30 97,26
3 0,794 119,520 6,36 0,001 1,18 98,44
4 0,666 68,319 6,44 0,001 0,67 99,11
5 0,572 47,246 7,38 0,001 0,47 99,58
6 0,471 18,539 6,87 0,01 0,18 99,76
7 0,436 16,428 7,11 0,01 0,16 99,92
8 0,371 5,991 6,41 0,01 0,06 99,98
9 0,316 1,928 5,87 0,01 0,02 100,00

NS: Nivel de Significancia; VARE: Varidncia explicada (%); VAREA: Variincia explicada acumulada
(%)
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Na Tabela 7 encontram-se os autovetores das varidveis originais nas trés
primeiras varidveis canOnicas, bem como a variancia explicada por essas variaveis.

Analisando a Tabela 7, as trés varidveis originais de maior interagdo com as duas
primeiras varidveis canonics sdo: DIAMEV, FOTOS, INALT para a varidvel candnica
1, e Fv/Fm, INDIAM e DENERYV, para a varidvel candnica 2. A maior quantidade de
valores significativos para os autorvetores foram obitidos para a varidvel candnica 1. A
varidvel original que apresentou valores baixos para os autovetores para as duas
varidveis canoOnicas foi a Ca, o que indica ndo ser uma varidvel importante na
explicacio da variagdo entre os materiais genéticos €, consequentemente, pouco
importante no agrupamento e selecdo de clones de eucalipto para tolerancia a déficit

hidrico.

Tabela 7 - Autovetores das varidveis originais nas duas primeiras varidveis candnicas.

Autovetor
Varidveis Originais Variavel Candnica 1 Variavel Canénica 2
FOTOS -4,7582 1,1178
CONDU -0,7278 -1,4338
Fv/Fm -3,6129 2,4535
INALT 4,5849 -1,7644
INDIAM 0,8016 -2,2461
ARFOL -1,2877 -0,6467
Ca 0,8274 -0,4241
K 4,1768 0,4129
Mg -0,6761 1,4158
ESEPSUP 3,9331 0,8867
ESEPINF -0,1218 -1,3823
ESMESO -2,8273 -0,4165
DENESTON -1,6921 0,4435
QTDEYV -2,3425 -0,9609
DIAMEV 5,3323 -0,4391
COMPNER -1,6488 -0,3625
DENERV 4,1287 -2,2104
Autovalores 9537,61 334,49
Variancia explicada 93,97 3,30
ridncia expli
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Foram destacadas as varidveis INALT, Fv/Fm, ESEPSUP e DIAMEV que
também foram identificadas como muito importantes na andlise de componentes
principais, confirmando a grande importancia destas varidveis, na selecio de material
genético para tolerancia a déficit hidrico.

Para auxiliar a formacdo e separacdo de grupos similares de clones, com base
nos escores referentes as trés primeiras varidveis candnicas, também foi determinada a
matriz de dissimilaridade entre os clones considerando a distancia euclidiana quadrética,

que pode ser observada na Tabela 8.

Tabela 8 - Matriz de dissimilaridade entre os clones avaliados considerando os escores
das duas primeiras varidveis candnicas.

Clone 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 0,5621

3 0,4144 0,4137

4 1,0267 0,7048 0,1365

5 0,4649 0,9655 0,1366 0,3214

6 0,2093 11,1133 0,3799 0,8510 0,1530

7 0,9235 0,7799 0,1082 0,0143 0,2093 0,6827

8 0,5573 1,0027 0,1367 0,2685 0,0052 0,2131 0,1634

9 0,7235 0,6086 0,0449 0,0297 0,1701 0,5668 0,0140 0,1401

10 0,4960 0,3254 0,0131 0,1106 0,2305 0,5258 0,1097 0,2241 0,0471

Clones (referéncia): 1 (1 CL); 2 (2 TC); 3 (3 UR); 4 (4 UR); 5 (5 UR); 6 (6 GU); 7 (7 GU); 8 (8
GU); 9 (9 GU); 10 (10 UC)

Assim como foi constatado para componentes principais (Figura 6), avaliando a
Figura 7 podemos novamente observar uma nitida separacdo entre os clones
sabidamente tolerantes a déficit hidrico (clone 1, 2 e 10) na lateral direita do grafico.
Sendo a varidvel candnica 1 mais relevante no agrupamento desses trés clones

considerados tolerantes.
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Figura 7 - Dispersao dos clones em fun¢do dos escores das duas primeiras variaveis

canOnicas.

Como evidenciou a observacdo da Figura 7, a metodologia de andlise por
varidveis candnicas com exclusdo de varidveis redundantes se mostrou tio eficiente
quanto a andlise por componentes principais, pois ambas conseguiram separar os clones
1, 2 e 10, que sdo tolerantes ao déficit hidrico, do restante do grupo de clones

susceptiveis na representacdo grafica.

Anadlise de Correlacoes canonicas (Déficit hidrico)

Na Tabela 9, estdo apresentados, para a condi¢do de crescimento sob déficit
hidrico, os coeficientes de correlacdo entre as variaveis do grupo 1 (FOTOS, CONDU,
Fv/Fm, INALT, INDIAM, Ca, K e Mg) originais e as varidveis candnicas das
combinagdes lineares das varidveis do grupo 1, bem como a correlagdo entre as
varidveis originais do grupo 2 (ARFOL, ESEPSUP, ESEPINF, ESMESO, DENESTON,
QTDEV, DIAMV, COMPNER e DENERYV) e as varidveis candnicas das combinacdes

lineares das varidveis do grupo 2.
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Com base nos pares candnicos apresentados na Tabela 9, observou-se para o
primeiro par candnico (U1,V1), que nenhuma varidvel apresentou valor significativo de
correlagdo no grupo 1 e 2.

No segundo par candnico (U2,V2), valor siginificativo foi somente para a
variavel ESEPSUP no grupo 2.

No terceiro par candnico (U3,V3), em nenhum dos dois grupos tiveram variaveis
com valores expressivos (maior que 0,60).

No quarto par candnico (U4,V4), houve correlacdo significativa apenas para a
varidvel original INDIAM e Ca para o grupo 1, e ESMESO para o grupo 2.

No quinto par candnico (US5,V5), houve a maior quantidade de correlacdes
significativas entre uma varidvel candnica e outra varidvel original, sendo que para o
grupo 1 foram para as varidveis FOTOS, CONDU, INALT e K, e para o grupo 2, para
as variaveis ARFOL, DENESTON e DENERYV.

No sexto para candnico (U6,V6), houve correlagdo significativa somente no
grupo 1, para as varidveis Fv/Fm e Mg.

No sétimo para candnico (U7,V7) e oitavo (U8, V8) ndo foi encontrada

nenhuma varidvel com valor siginificativo de correlagdo para ambos os grupos.
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Tabela 9 - Correlacdo entre as varidveis originais de crescimento das mudas e as

varidveis candnicas das combinagdes lineares das varidveis originais (Ui).

Variavel U1l U2 U3 U4 U5 L8[} U7 U8
Grupo 1

FOTOS 0.02 -0.49 -0.23 -0.25 -0.66 0.07 0.10 0.44
CONDU -0.02 -0.01 0.17 -0.19 -0.97 -0.03 0.00 0.05
Fv/Fm -0.01 0.24 -0.40 0.15 0.58 0.60 -0.14 -0.20
INALT 0.14 0.21 0.32 0.16 0.74 0.50 -0.05 -0.04
INDIAM 0.05 -0.11 -0.31 0.76 -0.14 0.26 0.00 0.48
Ca 0.05 0.06 -0.31 0.67 -0.22 0.46 -0.11 -0.42
K 0.27 0.22 -0.13 -0.09 0.70 0.58 0.09 0.12
Mg 0.17 0.02 -0.29 -0.24 0.58 0.69 -0.15 0.01
Variavel A\ | V2 V3 V4 \'E V6 v7 V8
Grupo 2

ARFOL 0.14 -0.02 -0.21 -0.12 -0.71 0.06 -0.47 0.42
ESEPSUP 0.43 -0.70 -0.04 0.15 -0.08 -0.21 -0.43 -0.23
ESEPINF 0.57 -0.48 -0.49 0.02 0.16 -0.08 -0.26 -0.28
ESMESO -0.22 0.11 -0.39 0.66 -0.48 -0.32 0.00 -0.14
DENESTO

N -0.04 -0.55 0.11 -0.13 0.63 0.52 -0.04 0.00
QTDEV 0.13 -0.07 0.39 -0.34 -0.53 -0.45 -0.33 -0.30
DIAMEV -0.39 0.24 0.41 0.19 0.30 0.31 -0.04 0.58
COMPNER  -0.07 0.06 -0.35 0.00 -0.59 -0.16 -0.56 0.39
DENERV -0.46 0.08 0.00 0.20 0.77 -0.18 0.20 -0.27

Valores sublinhados referem-se a correlacdes significativas a 5% e representam as varidveis que
predominaram na explicag@o da varidncia total
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CONCLUSOES

Os clones 10 UC e 2 TC, considerados os dois primeiros mais tolerantes em
campo, apresentaram significativa diminui¢do na area foliar sob déficit hidrico, o que é
também é um mecanismo de defesa da planta, para tolerancia a escassez de dgua.

O clone 10 UC, considerado mais tolerante ao déficit hidrico em condi¢do de
campo, apresenta comportamento caracteristicos com relagdo as varidveis analisadas,
que confere ao mesmo maior tolerdncia ao déficit hidrico, como: menor drea foliar,
menor quantidade de vasos e maior espessura total do limbo foliar.

Para o agrupamento de clones tolerantes a déficit hidrico, levando-se em
consideragdo as varidveis deste estudo, ambos os métodos, andlise por componentes
principais e andlise de varidveis canonicas, foram eficientes em apresentar um resultado
similiar ao que se observa em campo em plantios comerciais, agrupando e separando 0s
clones susceptiveis dos tolerantes ao déficit hidrico. Sendo que, por esta analise,
interpretamos que as varidveis mais aplicdveis a separacdo de clones para tolerancia

foram, CONDU, Fv/Fm, Ca, ESEPSUP e DIAMEV.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir do conjunto de resultados das andlises de crescimento, fisiologicas e
bioquimicas obtido para os dez gendtipos de eucalipto nas condi¢des experimentais

avaliadas, e para as metodologias utilizadas, foi possivel concluir que:

As varidveis: peso total da planta, incremento em altura %, teor relativo de dgua
sdo uteis na selecdo e para essas andlises sdo necessdrios apenas balanca, estufa e fita
métrica. Para as varidveis fotossintese, FV/FM e condutincia é necessdrio apenas o uso
do IRGA, dessa forma essas varidveis podem ser facilmente usadas nas empresas para a
selecdo de individuos com potencial para serem tolerantes em campo.

O clone 10 CU ¢ o genétipo de eucalipto mais tolerante ao déficit hidrico, por
apresentar maior eficiéncia no uso da 4gua, mecanismos antioxidativos e de ajustamento
osmoético mais robustos. Demonstrando ser um genétipo tolerante ao déficit hidrico,
confirmando o que ji se encontra estabelecido na literatura. Esse gendtipo pode ser
utilizado para a melhoria da tolerancia a seca em eucalipto, por meio de cruzamentos e
outras abordagens do Melhoramento Genético de Plantas.

Para o agrupamento de clones tolerantes a déficit hidrcio, levando-se em
consideragdo as varidveis do presente trabalho, ambos os métodos, andlise por
componentes principais e andlise de varidveis candnicas, foram eficientes em apresentar
um resultado similiar ao que se obeserva em campo em plantios comerciais, agrupando

e separando os clones suscetiveis dos tolerantes ao déficit hidrico.
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