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RESUMO

OLIVEIRA, Franciele Santos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2021.
Aspectos morfoanatdmicos e metabdlicos envolvidos na tolerancia a seca em
eucalipto . Orientador: Wagner Luiz Araujo. Coorientadores: Adriano Nunes Nesi,
Auxiliadora Oliveira Martins e Ivo Ribeiro as Silva.

A deficiéncia hidrica afeta diferentes culturas levando a perdas de produtividade em
todo o mundo. Perdas expressivas foram observadas no Brasil, particularmente em
2014, em areas ocupadas por plantios de eucalipto em funcdo da limitacao hidrica,
ocasionando quedas significativas de produtividade. Em razéo desses efeitos, estudos
foram conduzidos para compreender os mecanismos expressados por eucalipto para
tolerar & seca, tendo em vista que existem plantas que apresentam respostas
diferentes ao estresse (plantas tolerantes, intermediarias e sensiveis). Nesse
contexto, o presente trabalho buscou investigar os impactos morfolégicos e
metabdlicos em clones de eucalipto com diferentes niveis de tolerancia a seca, a fim
de se avaliar as estratégias adotadas por tais materiais e identificar possiveis
bioindicadores de tolerancia a seca. Trés experimentos foram realizados para
prospectar bioindicadores (capitulo 1 e 2) e valida-los em campo (capitulo 3). No
primeiro capitulo, 12 clones de eucalipto com diferentes niveis de tolerancia a seca
(tolerantes e sensiveis) foram analisados em resposta a dois regimes hidricos: a) solo
com umidade préxima a 100% da capacidade de campo (CC-controle) e b) solo com
umidade préxima a 65% da capacidade de campo (SM-seca moderada). Sob condi¢éao
de SM, a biomassa da parte aérea foi reduzida na maioria dos clones, ao passo que
avaliacBes termogréaficas mostraram que determinados clones de eucalipto tolerantes
a seca apresentam temperatura foliar semelhante a plantas controle (plantas
irrigadas). Na maioria dos clones, observou-se que aminoacidos sollveis totais,
proteinas sollveis totais, glicose e frutose sofreram incrementos em resposta a SM.
Ademais, clones tolerantes foram os Unicos a apresentar estdbmatos nas duas faces
(anfiestomaticos). A anatomia das folhas e do peciolo permitiu diferenciar clones mais
e menos tolerantes ao déficit hidrico. No capitulo 2, foram utilizados clones que se
destacaram nas avaliagbes do capitulo 1 para validar o que foi encontrado no
experimento anterior e identificar outros possiveis bioindicadores de tolerancia a seca
em eucalipto. Para isso, utilizaram-se cinco clones de eucalipto com diferentes niveis

de tolerancia a seca (tolerantes e sensiveis) em blocos casualizados, num esquema



fatorial 5x2 (5 clones de eucalipto e 2 regimes hidricos- controle [solo mantido com
umidade préxima a 100% da capacidade de campo (CC-controle)] e solo com umidade
proxima a 70% da capacidade de campo (SM-seca moderada). Ap6s um periodo de
120 dias sob esses dois tratamentos, as plantas submetidas a SM foram expostas a
seca severa (SS) (potencial hidrico préximo a -3Mpa) e em seguida reidratada — RI.
Foi possivel observar que os clones avaliados apresentaram reducdes nas trocas
gasosas sob a condicdo SM, entretanto, recuperaram a valores similares ao controle
apos reidratacdo. A avaliacdo termografica pode ser uma importante ferramenta para
auxiliar na discriminacdo dos genoétipos. Acumulos de aminoacidos livre totais e
acucares foram também observados em plantas submetidas ao déficit hidrico (SS). A
area foliar especifica, densidade estomética, espessura dos tecidos e diametro dos
vasos do xilema sdo alterados em plantas sob seca. Uma vez selecionados o0s
bioindicadores em casa de vegetacdo nos capitulos 1 e 2, o capitulo 3 teve como
objetivo valida-los em campo. Para isso, utilizaram-se 28 progénies oriundas de
cruzamentos de clones considerados tolerantes e produtivos cultivados em local que
apresenta baixa precipitacdo anual e que passam por longos periodos de estiagem
(Buritizeiro-MG). As coletas de folhas foram realizadas apds 6 e 18 meses de plantio
no campo e determinou-se variaveis morfologicas (area foliar especifica, area foliar
individual, comprimento e largura foliar) e status hidrico (potencial hidrico foliar ao
meio-dia e na antemanhd). O delineamento experimental utilizado foi o single tree plot
e cinco repeticdes. Em sintese, observou-se a expressao de diferentes mecanismos
de tolerancia a seca, no que se refere a ajustes foliares. Valores de caracteristicas
mensuradas em diferentes épocas mostraram correlacdo significativa entre si,
indicando persisténcia ao longo do periodo de avaliacdes e possivel potencial como
bioindicadores de tolerancia. Tal fato reforcaria a utilizacdo de bioindicadores de
tolerdncia a seca como uma estratégia para selecdo de materiais de eucalipto em

programas de melhoramento genético florestal.

Palavras-chave: Anatomia. Bioindicadores. Déficit hidrico. Metabolismo. Morfologia.

Selecéo precoce.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Franciele Santos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April 2021
Morphoanatomic and metabolic aspects involved in drought tolerance in
eucalyptus. Advisor: Wagner Luiz Araujo. Co-advisers: Adriano Nunes Nesi,
Auxiliadora Oliveira Martins and Ivo Ribeiro as Silva.

Drought affects different crops leading to significant yield losses worldwide. In Brazil,
significant losses are usually observed in responses to drought events and, particularly
in 2014, areas with eucalyptus plantations were strongly affected due to water
limitations, causing significant productivity drops. Accordingly, studies seeking to
understand the mechanisms used by eucalyptus plants to tolerate drought were
explored, since there are plants that present differential responses to drought (tolerant,
intermediate, and sensitive plants). The present research sought to investigate the
morphological and metabolic alterations in eucalyptus clones with differential drought
tolerance. The main goal was to evaluate the strategies adopted by such materials and
to identify possible bioindicators of drought tolerance. Three experiments were carried
out to prospect bioindicators (chapters 1 and 2) and validate them under field
conditions (chapter 3). In chapter 1, 12 eucalyptus clones with different levels of
drought tolerance (tolerant and sensitive) were analyzed in response to two water
regimes [(soil near to 100% of field capacity (CC-control)) and moderate drought soil
maintained at 65 % of FC (MD-moderate drought). Shoot biomass was reduced in most
of the evaluated clones whereas thermographic evaluations showed that certain
drought-tolerant eucalyptus clones display leaf temperature similar to control plants
(irrigated plants). In most of the clones evaluated, it was observed that total soluble
amino acids, total soluble proteins, glucose, and fructose increased in response to
drought. Furthermore, only tolerant clones have stomata on both sides
(amphistomatic). By analyzing the anatomy of both leaves and petiole, it was possible
to verify the intrinsic effects of genetic materials, as well as the effect of moderate
drought. In chapter 2, 5 clones that stood out in the evaluations performed in chapter
1 were used to validate the results found in the previous experiment and to further
identify other possible bioindicators of drought tolerance in eucalyptus. For this, 5
eucalyptus clones with different levels of drought tolerance (tolerant and sensitive)

were used in randomized blocks in a 5x2 factorial scheme (5 eucalyptus clones and 2



water-control regimes [soil kept near to 100% of field capacity (CC-control)] and soil
with moisture close to 70% of field capacity (SM-moderate dry). After a period of 120
days under these two treatments, plants subjected to SM were exposed to severe
drought (SS) (water potential close to -3Mpa) and then rehydrated — RI. The evaluated
clones were characterized by a reduction in gas exchange under drought conditions;
however, they reached values similar to the control after rehydration. Thermographic
analyzes seems to be an important tool to assist in the discrimination of genotypes.
Accumulation of total free amino acids and sugars was observed in drought-stressed
plants. Specific leaf area, stomatal density, tissue thickness, and xylem vessel
diameter are altered in response to drought. Once the bioindicators in the greenhouse
were selected in chapters 1 and 2, we further validate them under field conditions
(chapter 3). For this, 28 progenies from crosses of clones considered tolerant and
productive were cultivated in a place that has low annual precipitation and that suffers
greatly from periods of drought (Buritizeiro-MG). Leaf sampling was carried out at 6
months and 18 months of planting and morphological variables (specific leaf area,
individual leaf area, leaf length, and width) and water status (leaf water potential at
noon and in the morning) were determined. The experimental design used was a single
tree plot and 5 repetitions. Briefly, different mechanisms adopted for drought tolerance,
concerning leaf adjustments, were observed. In addition, an adequate correlation
between harvesting samples over the evaluation period was observed. It should also
be noted that the search for bioindicators of drought tolerance performed here has
proved to be a promising strategy for the selection of eucalyptus materials in forest

genetic improvement programs.

Keywords: Anatomy. Bioindicators. Water deficit. Metabolism. Morphology. Early

selection.
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INTRODUCAO GERAL

A seca, estresse multidimensional que acomete grandes culturas, compromete
inUmeros processos vitais das plantas, requerendo que essas desenvolvam ajustes
fisioldgicos, metabdlicos e morfolégicos para suportar a restricao hidrica (Lisar et al.,
2012). No ano de 2014, aproximadamente 150.000 hectares de florestas plantadas de
eucalipto no estado de Minas Gerais foram perdidos em decorréncia da limitada
disponibilidade hidrica (Diario do Comércio, 2015).

Os cultivos de eucalipto tém se expandido para regiées com baixos indices
pluviométricos, o que tem causado, em algum grau, prejuizos as empresas florestais
em decorréncia de déficit hidrico. Nesse particular, a seca ocorrida em 2014 causou
grandes prejuizos, e 0 evento tem se sucedido em anos mais recentes. Isso tem
motivado as empresas a buscarem materiais mais tolerantes a seca, e a tentarem
elucidar os possiveis mecanismos de tolerancia a seca em eucalipto, para melhor
explorar o potencial produtivo dos materiais (Vivas et al.,, 2019). Para tanto, a
estratégia principal do nosso trabalho é identificar genédtipos de eucalipto com
diferentes graus de tolerancia a seca, desde mais materiais tolerantes a materiais
mais sensiveis, definindo caracteristicas potenciais para selecdo precoce,
denominadas de biomarcadores. Trabalhos realizados nessa linha (Corréa et al. 2017;
Hodecker et al., 2018 e Hodecker, 2015) indicam a possibilidade dessa identificacao
em eucalipto, ainda que a toler&ncia ao déficit hidrico esteja associada ao declinio da
taxa de fotossintese e consequente reducao no crescimento (Correia et al., 2016).

AlteracBes metabodlicas também ocorrem em plantas sob limitacdo hidrica,
como acumulo de acglcares que sdo importantes para aumentar a tolerancia nesta
condicao (Hamanishi et al., 2015; Correia et al., 2016). Além disso, a morfologia foliar
pode apresentar modificacdes importantes para garantir a sobrevivéncia. Dentre as
modificacdes destaca-se; alteracdo no niumero de estdbmatos, aumento da espessura
de tecidos e adensamento celular (Gomes 2013; Bertolino et al., 2019).

A fenotipagem em campo é um procedimento também comum na identificagéo
de materiais genéticos mais tolerantes a restricdo hidrica. No entanto, entender como
as especies de eucalipto e seu local de origem podem auxiliar na selecdo a tolerancia
a seca e de grande utilidade pratica. Nesse sentido, o E. camaldulensis, por exemplo,
tido como tolerante e originario da Australia, € encontrado entre as latitudes 15.5 ° a



12

38.0 ° S, altitudes entre 30 a 600 metros e caracteriza-se como uma espécie
frequentemente encontrada as margens de rios, sob condicbes naturais, a
precipitacdo média anual varia entre 250 a 650 mm. A espécie tolera geadas que
ocorrem na regiao sul do continente australiano e, nas regides tropicais, com secas
extremas, pode suportar até oito meses sem chuva. Da mesma forma, E. grandis,
também originario da Australia, € encontrado ao norte do estado de New South Wales,
e nas regides central e norte de Queensland. A precipitacao pluviométrica varia entre
1.000 a 3.500 mm anuais, predominantemente no verdo, e a estagdo seca raramente
ultrapassa trés meses, sendo, pois, considerado sensivel a seca. O E. urophylla
ocorre naturalmente na ilha de Timor e em outras ilhas a leste do arquipélago
indonesiano. A precipitacdo pluviométrica média anual varia de 1.000 a 1.500 mm,
com chuvas concentradas no verdo, sendo considerado medianamente tolerante a
seca. Destaca-se, também, que o periodo seco usualmente ndo ultrapassa quatro
meses (Revista da Madeira, 2001).

Os materiais genéticos utilizados no presente trabalho foram classificados em
tolerantes e sensiveis de acordo com observacdes de campo, que consideraram a
sobrevivéncia. Os experimentos indicam que a base genética dos clones mais
tolerantes envolve a presenca do E. camaldulensis, fato compativel com a origem
dessa espécie. Desse modo, este trabalho buscou identificar de forma detalhada,
possiveis bioindicadores de toleréncia a seca em casa de vegetacdo e sua posterior
validacdo em campo, por meio da realizagcao de trés experimentos. Os dois primeiros
experimentos realizados em casa de vegetacdo objetivaram entender os mecanismos
de tolerancia expressos pelos clones de eucalipto reconhecidamente tolerantes a
seca. Ja o terceiro experimento foi realizado com progénies oriundas de cruzamentos
entre espécies consideradas tolerantes e produtivas para validacdo dos
bioindicadores em campo. Alinhar as informacdes obtidas em casa de vegetacéo e
campo podera auxiliar programas de melhoramento genético através da selecao

precoce.
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CAPITULO |

ALTERACOES ANATOMICAS E METABOLICAS EM CLONES DE
EUCALIPTO SUBMETIDOS A SECA

1- INTRODUCAO

A deficiéncia hidrica afeta inUmeros processos em plantas, impactando, dentre
outras caracteristicas, a producdo de biomassa e area foliar (Pita e Pardos, 2001;
Maseda & Fernandez, 2016). Além disso, alteracbes metabdlicas podem ser
evidenciadas incluindo redu¢cdes de hexoses fosfatadas, aumentos no conteddo de
amido e aminoacidos livres, como observados em E. globulus (Correia et al., 2018).
Em adicdo, alguns acucares, rafinose e galactinol, sdo acumulados em plantas sob
seca e auxiliam no ajustamento osmatico, como observado em Populus (Hamanishi
et al., 2015), e frutose, galactose, xilose, arabinose e mio-inositol em E. globulus
(Correia et al., 2016).

N&o apenas alteracdes metabdlicas, mas também mudancas morfologicas sao
importantes para tolerancia ao déficit hidrico. O nimero de estdmatos, por exemplo,
€ uma variavel influenciada por fatores genéticos e/ou ambientais (Bertolino et al.,
2019), e pode auxiliar na selecdo de materiais tolerantes a deficiéncia hidrica.
Caracteristicas anatbmicas sdo importantes para compreensao das estratégias
adotadas pelas plantas em resposta a limitada disponibilidade hidrica. Assim, sob
limitacdo hidrica, observa-se diminuicdo na densidade estomatica, decréscimos dos
espacos intercelulares, duas ou mais camadas de parénquima palicadico (Gomes
2013), aumento na densidade de venacdo (Boer et al., 2016), dentre outras
modificacdes. A anatomia dos vasos condutores também permite compreender as
estratégias adotadas pelas plantas sob condi¢des de limitagdo hidrica, a fim de obter
melhor seguranca hidraulica. (Saadaoui et al. 2017) ao estudarem a anatomia de 28
espécies de eucalipto distribuidas na Australia observaram que, a medida que a aridez
aumentava, ocorreu diminui¢cdo dos didmetros dos vasos com simultdneo aumento da
frequéncia dos mesmos.

De modo geral, os trabalhos realizados até o presente momento permitem, de

certo modo, a separacao de clones (tolerantes e sensiveis). No entanto, pouco tem
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sido abordado sobre a identificacdo de possiveis bioindicadores de tolerancia a seca
gue podem ser utilizados precocemente, seja em casa de vegetacao ou viveiro ou em
condicbes de campo. A identificacdo desses bioindicadores de tolerancia a seca
fornecerq a base para estudos dos mecanismos expressos por cada material e
auxiliard em programas de melhoramento genético por meio da selecéo precoce.
Nesse contexto, o presente trabalho investigou as alteracdes morfoldgicas e
metabdlicas causadas pela restricdo hidrica em clones de eucalipto com diferentes
niveis de tolerancia a seca, em casa de vegetacdo, a fim de identificar possiveis

bioindicadores de tolerancia a seca para plantio em condi¢cdes de campo.

2- MATERIAL E METODOS

2.1- Selecdo dos materiais genéticos e conducao do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao no Viveiro de Pesquisa do
Departamento de Engenharia Florestal, Universidade Federal de Vicosa, Minas
Gerais, Brasil (20°45 'S e 42°52 'W, 672 m) sob condi¢des semi controladas. Foram
selecionados doze clones de eucalipto com diferentes niveis de tolerancia a
deficiéncia hidrica (tolerantes e sensiveis) de acordo com o ranking de sobrevivéncia

realizado pelas empresas do setor florestal (Tabela 1).

Tabela 1: Clones utilizados no experimento. Em azul, clones considerados tolerantes e em vermelho,
clones sensiveis a seca, de acordo com o ranking realizado em condicdes de campo.

Clones Cruzamentos
VMO1 E. urophylla x E. camaldulensis
CO1275 E. camaldulensis x E. spp
C01445 E. urophylla x E. camaldulensis
Cco1277 E. grandis x E. camaldulensis
AEC2034 E. urophylla x (E. camaldulensis x E. grandis)
AEC2197 E. urophylla x (E. camaldulensis x E. grandis)
AEC3000 E. camaldulensis
VTO04 E. urophylla x E. grandis
AEC1528 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
1144 Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
GG100 E. urophylla

CNBO16 E. grandis (hibrido espontéaneo)
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As mudas, previamente cultivadas em tubetes, foram transferidas para vasos
plasticos com capacidade de 21 L contendo solo e areia na propor¢cdo 1:1 e
superfosfato simples foi misturado ao substrato para prover 200 mg/dm3 de P.

Apés a transferéncia das mudas para o solo, foi aplicada a adubacédo de
cobertura consistindo de nitrogénio, fosforo e potassio (NPK 20-00-20, 361mg/L de
solo) e micronutrientes (acido bérico-1 mg/L, cloreto de cobre- 1,33 mg/L e sulfato de
zinco-4 mg/L), baseados na analise de solo. Os reagentes foram diluidos em agua e
aplicados sobre a superficie do solo dos vasos. Essa adubacdo de cobertura foi
aplicada a cada 30 dias (NPK) e 20 dias (micronutrientes), respectivamente. Apés o
preparo do solo e transplantio das mudas para os vasos, as mesmas foram
aclimatadas, com a umidade do solo préxima a 100% da capacidade de campo (CC)
por aproximadamente 30 dias.

Uma vez aclimatadas, as plantas foram submetidas a seca moderada de forma
gradual até a umidade do solo atingir 65% da CC (percentual que promoveu a
deficiéncia hidrica sem levar a morte das plantas), permanecendo sob essa condi¢cdo
por aproximadamente 30 dias. Para tanto, uma curva de calibragdo para controle
diario da umidade do solo foi obtida. A umidade do solo foi aferida com um sensor e
amostras foram coletadas para analise de umidade em laboratério, e baseado nesses
valores, gerou-se uma regressado e a equacao obtida foi utilizada para o ajuste de
irrigacdo. O calculo da CC foi realizado em vasos previamente irrigados e apos
drenagem (em casa de vegetacado), por aproximadamente uma hora, a umidade foi
aferida com o sensor e o valor obtido utilizado na curva de calibracao.

Ao final do periodo de estresse, amostras foliares foram coletadas e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, armazenadas em freezer -80 C
para analises posteriores. Também foram coletadas amostras para a determinacao

da densidade estomatica, detalhadas a seguir.

2.2- Avaliacdes biométricas e quantificacdo de biomassa

Ao longo do experimento, com auxilio de fita métrica, a altura das plantas foi
mensurada. Ao final do experimento, as plantas foram divididas em folhas, caules,
ramos e raiz para determinacdo da biomassa. Para tanto, os mesmos foram
acondicionados em sacos de papel e mantidos em estufa de circulagédo forcada de ar

a 70 °C até obten¢&do de massa constante.
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2.3- Avaliacdes termograficas

Com o intuito de visualizar o contraste entre os tratamentos, bem como inferir
sobre a temperatura foliar das plantas em resposta a imposi¢cdo do déficit, plantas
submetidas a SM, bem como as plantas controles (CC), foram colocadas lado a lado
e, entdo fotografadas com camera no infravermelho (FLIR systems T360, Nashua,
USA).

2.4- Determinacéo da area foliar especifica

Aproximadamente 15 folhas completamente expandidas do terco médio foram
coletadas e digitalizadas em scanner (hp ScanJet 200). Em seguida, as folhas foram
secas em estufa de circulacéo forcada de ar a 70 °C até atingir massa constante. A
area foliar especifica foi determinada pela razédo entre a area foliar (cm?) e a massa

seca (Q).

2.5- Determinacdo de pigmentos, agUcares solluveis, aminoacidos totais, amido
e proteinas sollveis totais

Amostras previamente coletadas, como descrito, acima (item 2.1) foram
liofilizadas, aliquotadas e submetidas a extracdo metandlica a quente segundo Lisec
et al., (2006), exceto pela adicdo do padrao ribitol. A determinagédo de pigmentos
(clorofilas a e b) foi realizada como descrito por Wellburn (1994). O contetdo de
proteinas sollUveis totais e de aminoacidos totais foram determinados conforme
previamente descrito por Bradford (1976) e Yem et al., (1955), respectivamente. Os
teores de amido e acguUcares solUveis (glicose, frutose e sacarose) foram determinados
segundo Fernie et al., (2001).

2.6- Densidade estomatica

Para avaliacdo da densidade estomatica em folhas desenvolvidas durante o
periodo de seca realizou-se a impressao de epiderme. De modo simplificado, essa
técnica consiste em se colocar uma gota de espalhante adesivo (cola do tipo Super
Bonder), sobre uma Iamina de vidro e, posteriormente, pressionar a regiao central da
folha sobre a lamina, por aproximadamente 10 segundos. Apos esse periodo, retirou-
se o fragmento foliar restando apenas a cola com a impressdo da epiderme. Em

seguida, o material foi levado ao microscépio com camera acoplada, fotografado e, a
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partir das imagens obtidas, o numero de estdbmatos foi contabilizado (n° de

estbmatos/area).

2.7- Variaveis anatdbmicas

Folhas desenvolvidas durante o periodo de seca foram coletadas e
previamente fixadas em Formaldeido, acido acético e etanol 50% (FAA 50%) por 48
horas e armazenadas em etanol 70%. As mesmas foram subamostradas retirando-se
um fragmento na regido que contém a nervura principal das folhas. Esse material foi
incluido em metacrilato e, apds a polimerizacao, foram realizados cortes de 5 mm de
espessura e corados, a posteriori, com azul de toluidina. Avaliou-se a espessura das
epidermes inferior e superior, espessura do mesofilo, espessura total da folha e
proporcao de espaco intercelular. O peciolo foi também coletado para obtencéo de
cortes anatbmicos e, assim, o numero, diametro e area do de vasos xilema foram

determinados.

2.8- Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) (p< 0,05). As
médias foram comparadas por meio do teste de Scott-Knott (p< 0,05). Para a
avaliacao das premissas de normalidade dos residuos aplicou-se o teste de Shapiro-
Wilk e as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software R. Para a

avaliacao do teor de sacarose, foi utilizado o teste t (Student) no Excel.

2.9- Andlise de componentes principais (PCA)
Os dados foram normalizados utilizando logaritmo na base 2 (log2), e em

seguida, submetidos as analises utilizando o software MiniTab.
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3- RESULTADOS

3.1- Impactos da deficiéncia hidrica na alocacdo do carbono

A altura das plantas, obtida ao final do experimento, ndo foi afetada pela
interacdo dos fatores clone e teor de umidade do solo, entretanto, houve diferenga
entre os materiais genéticos em condi¢des controle (CC) ou de seca moderada (SM)
(Figuras 1A e 2). Sob CC, os clones C0O1275, CO1277 e CNBO0O16 apresentaram
incrementos na altura quando comparados aos demais materiais. No entanto, sob SM,
os clones considerados tolerantes VMO01, CO1275, C0O1445, CO1277, AEC2197,
AEC3000 e os clones ditos sensiveis AEC1528 e CNB016 foram os que apresentaram
maiores alturas.

A SM nédo promoveu alteracdes na area foliar especifica (AFE) dos clones
quando comparados a condi¢cdo CC (Figura 1B). No entanto, sob CC ou sob SM, os
clones sensiveis (VT04, 1144, GG100 e CNB016) apresentaram maior AFE, enquanto
que os clones CO1275, CO1445 e AEC3000, considerados tolerantes, apresentaram
menor AFE.

A alocacdo de biomassa diferiu entre os materiais tolerantes e sensiveis (Figura
1C-F). Os clones CO1275, CO1445, CO1277, AEC2034, AEC3000, VT04, AEC1528,
1144, GG100 e CNB016 em condicdes de SM apresentaram reducdes na massa seca
foliar quando comparados aos CC. Na CC os clones AEC2034, VT04, 1144 e GG100
apresentaram maior biomassa foliar, enquanto que sob SM os clones que
apresentaram maior massa seca foliar foram VMO01, CO1445, CO1277, AEC2197,
AEC3000, VT04, AEC1528, 1144 e GG100 (Figura 1C).

A massa seca dos ramos foi influenciada pela interacao dos fatores em estudo.
Nesse sentido, reducdes na massa seca dos ramos foram observadas nos clones
C0O1275, CO1277, AEC2034, VTO04, 1144, GG100 e CNB016 sob SM quando
comparados a CC. Em plantas sob CC, o clone VT04 apresentou maior massa seca
dos ramos, o que nao foi verificado para o clone CO1445. Os demais clones
apresentaram valores intermediarios com pequenas variagdes entre si. Sob SM, os
clones VMO01, 1144 e GG100 apresentaram maior biomassa de ramos (Figura 1D).

Ao analisar a biomassa de caule, verificou-se que os clones VM01, CO1275,
AEC2034, AEC1528, 1144 e CNBO016 apresentaram maiores valores em CC. Sob SM,

o clone VMOL foi o Unico que exibiu maior biomassa do caule (Figura 1E). Assim como
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a massa seca de caule, a massa seca radicular ndo foi afetada pela interacdo dos
fatores. Em CC, os clones VM01, CO1277, AEC2034, VT04, AEC1528, 1144 e GG100
apresentaram maiores biomassa radicular. Ao comparar os clones submetidos a SM
nota-se, também, que os clones VMO01, AEC2034, AEC1528, 1144 e GG100
apresentaram maior massa de raiz (Figura 1F).

Ao analisar, de maneira conjunta, as massas dos 6rgaos aéreos, observou-se
gue a mesma foi menor nos clones C0O1275, CO1277, AEC2034, VT04, AEC1528,
1144, GG100 e CNB016 sob SM em comparacgéo as CC (Figura 1G). Em CC, os clones
VMO1, AEC2034, VT04, AEC1528, 1144, GG100 e CNB0O16 apresentaram maiores
valores de massa seca da parte aérea e, em SM, esse comportamento foi observado
nos clones VMO01, AEC2197, VT04, AEC1528, 1144 e GG100 (Figura 1G).

Sob limitacdo hidrica, espera-se que as plantas invistam no sistema radicular
em detrimento da parte aérea. Nesse sentido, ndo se observou interacdo dos fatores
estudados (teor de umidade do solo), indicando que, nas condi¢des ora utilizadas, a

SM néo promoveu alteragéo na alocagéo de carbono nesses materiais (Figura 1H).
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Figura 1 - Caracteristicas de crescimento de 12 clones de eucalipto submetidos a duas condi¢bes
de umidade do solo [(plantas proximas a 100% da capacidade de campo (CC-controle) e seca
moderada — 65% da capacidade de campo (SM)]. Foram mensurados os seguintes parametros:
altura (A), area foliar especifica (B), massa seca de folhas (C), massa seca de ramos (D), massa
seca de caule (E), massa seca de raiz (F), massa seca da parte aérea (G) e razao raiz/parte
aérea (H). Letras mailsculas denotam diferencas significativa comparando os clones sob CC,
letras minUsculas denotam diferencas significativas comparando os clones sob SM e asteriscos
denotam diferencas significativas comparando cada clone entre CC e SM de acordo com o Teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05). Valores representam média + EP (erro padréo)
de pelo menos 4 repeti¢cdes bioldgicas.
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Figura 2 - Visual de plantas de eucalipto submetidas a duas condi¢bes de umidade do solo [(plantas
proximas a 100% da capacidade de campo (CC-controle) e seca moderada — 65% da capacidade de
campo (SM)]. Plantas em CC (esquerda) e SM (direita) ao final do ciclo de estresse (30 dias de déficit
hidrico). Clones em azul sdo considerados tolerantes e em vermelho clones sensiveis.
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Os dados biométricos foram submetidos a analise de componentes principais
(PCA), onde verificou-se que os dois primeiros componentes, PCl1 e PC2,
representam 75,6% da variancia total dos dados (Figura 3). As maiores variagoes
foram observadas ao longo do eixo X, PC1 (61,7%), e teve a biomassa da parte aérea
e de planta inteira como as variaveis que mais contribuiram, ao passo que a altura foi
a variavel com maior contribuicdo para o PC2 (13,9%). De acordo com a contribuicéo
das variaveis, foi natada a formacao de 7 grupos distintos. Assim, pode-se observar
que os clones VM01_C, VM01_S, CO1277_C, 1144 C, AEC1528 C e CNB016_C
apresentaram estratégias semelhantes (grupo 1-verde). Os clones AEC2034 S,
AEC2197_S, AEC3000_ S, C0O1445 S CO1445 C e CNBO016_S formaram um
segundo grupo (amarelo escuro). O terceiro grupo é composto pelos clones
C0O1277_S, AEC2197 _C, GG100_S, 1144 S e AEC1528 S (laranja). Os clones
C0O1275_S e VT04_S formaram o quarto grupo (amarelo claro). Ja o grupo 5 foram
formados pelos clones AEC3000 e VT04, ambos sob CC (vermelho). O sexto grupo é
formado pelos clones AEC2034_C e GG100_C (azul), enquanto que o sétimo grupo

é formado apenas pelo clone CO1275_C (cinza).
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Figura 3- Andlise de componentes principais (PCA) baseado nos dados biométricos de clones de
eucalipto tolerantes (clones em azul) e clones sensiveis (clones em Vermelho) sob CC (C) e SM (S)
Detalhes adicionais sobre cultivo podem ser verificados na Figura 1. De acordo com a contribuicdo
das variaveis, foi observada a formacédo de 5 grupos distintos. Grupo 1-verde: (VM01_C, VMO01_S,
C0O1277_C, 1144 C,AEC1528 Ce CNB016_C); Grupo 2-amarelo escuro: (AEC2034_S, AEC2197_S,
AEC3000_S, C0O1445 S C0O1445_C e CNBO016_S); Grupo 3-laranja: (CO1277_S, AEC2197_C,
GG100_S, 1144 S e AEC1528_S); Grupo 4-amarelo claro: (CO1275_S e VT04_S); Grupo 5-vermelho:
(AEC3000_C e VT04_C); Grupo 6-azul: (AEC2034_C e GG100_C); e Grupo 7-cinza: (CO1275_C)
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3.2- AvaliacOes termogréficas

De modo geral, sob condi¢des de limitada disponibilidade hidrica (SM), clones
tolerantes apresentaram temperatura foliar mais fria (cores azuis), semelhante a
plantas sob CC como verificado nos clones VM01 e AEC3000 (Figura 4A-B). Em
adicdo, clones sensiveis ao déficit hidrico, como o clone CNBO016, apresentaram

maiores temperaturas foliar em relacéo ao controle (Figura 4L).

S |
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Figura 4- Caracteristicas termograficas de 12 clones de eucalipto submetidas a duas condi¢des de
condi¢cdes umidade do solo [(plantas proximas a 100% da capacidade de campo (CC-controle) e seca
moderada — 65% CC (SM)]. Fotos termograficas comparando clones tolerantes (clones em azul) e
sensiveis (clones em vermelho) sob CC e SM.
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3.3- Mudancas metabdlicas em resposta a disponibilidade hidrica

Com o intuito de verificar as alteracfes desencadeadas pela SM, metabdlitos
importantes foram quantificados. Primeiramente, observou-se que a razéo clorofila a/b
e clorofilas totais ndo foram afetadas pela interacdo dos fatores clone e teor de
umidade do solo, apresentando apenas efeito clonal, com impacto fisiolégico pouco
pronunciado (Figuras 5A-B).

Os teores de aminoacidos totais aumentaram para os clones CO1275, CO1445,
AEC2034, AEC2197, AEC3000, AEC1528 e CNBO0O16 sob condicdes de SM em
relacdo a CC. Ja sob condicbes de SM, apenas os clones AEC2034 e CNB016
apresentaram incrementos de teor (Figura 5C). A prolina, aminoacido conhecido por
ter sua sintese aumentada em resposta a condicdes de estresse, como deficiéncia
hidrica, apresentou incrementos no clone AEC2197 e redug¢fes nos clones VT04 e
AEC1528. Em CC, o clone VMO01 apresentou maior teor de prolina (Figura 5D). As
proteinas sollveis totais, assim como os aminoacidos, também foram sensiveis aos
teores e umidade do solo e material genético. Os clones VM01, AEC3000, VT04 e
CNBO016 apresentaram incrementos de proteinas sob SM quando comparados a CC.
O clone C0O1445 exibiu maiores teores de proteina em CC. Sob SM, o clone CNB016
apresentou 0 mesmo comportamento (Figura 5E).

Incrementos nos teores de glicose foram observados nos clones VMO1,
C0O1275, CO1445, CO1277, AEC2034, AEC2197, AEC1528 e CNBO016 quando
submetidos a SM em compara¢do a CC. Em plantas irrigadas, os clones C0O1275,
VTO4, 1144 e GG100 apresentaram maiores teores de glicose. Cabe mencionar,
também, que, sob SM, o clone AEC2034 apresentou o maior teor de glicose, enquanto
que o clone AEC3000 teve o menor (Figura 6A). Diferentemente da glicose, o
conteudo de frutose exibiu interacéo dos fatores entre CC e SM e aumentou na maioria
dos clones sob SM, exceto para os clones AEC3000 e GG100. Em CC, apenas 0s
clones VT04 e 1144 sobressairam em relacdo aos demais, assim como ocorreu para
glicose, seguidos por CO1445 e GG100, enquanto os demais clones apresentaram os
menores valores e nao diferiram entre si. Similarmente ao ocorrido para glicose, sob
SM maiores incrementos nos teores de frutose foram observados apenas para o clone
AEC2034, enquanto que o clone AEC3000 apresentou os menores (Figura 6B).

Os teores de sacarose ndo apresentaram interacéo dos fatores entre umidade

do solo (CC e SM) e clones, apesar de haver tendéncia de aumentos para os clones
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sob condicéo de seca. O teste t de Student foi entdo realizado para verificar essas
diferencas entre clones x teor de umidade do solo e notamos que todos os clones sob
SM apresentaram incrementos em sacarose. Os clones VM01, CO1277, VT04 e 1144
apresentaram maiores valores sob condi¢des controle. Entretanto, sob SM o clone
VMOL1 foi o Unico que apresentou maior teor de sacarose em relacdo aos demais,
estes que nao diferiram entre si (Figura 6C). O amido nado diferiu em clones
submetidos a SM em comparacao a C). Em CC, apenas o clone CNB016 apresentou
maior acumulo de amido. J& sob SM, destaca-se maior acumulo nos clones VMO01,
C01445, GG100 e CNBO016 (Figura 6D).
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Figura 5 - Teores de compostos orgéanicos e de clorofilas em folhas de clones de eucalipto submetidos
a duas condi¢des de condicbes de umidade do solo [(plantas préximas a 100% da capacidade de
campo (CC-controle) e seca moderada — 65% da capacidade de campo (SM)]. Foram mensurados 0s
seguintes pardmetros: razao clorofila a/b (A), contetdo total de clorofila (a+b) (B), aminoacidos totais
(C), prolina (D) e proteinas sollveis totais (E). Letras mailsculas denotam diferencas significativa
comparando os clones sob condicbes CC, letras mindsculas denotam diferencas significativas
comparando os clones sob SM e asteriscos denotam diferencas significativas comparando cada clone
entre CC e SM (de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05). Valores
representam média + EP (erro padrao) de pelo menos 3 repeti¢cbes biologicas.
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Figura 6 - Teores de acUcares e amido em folhas de clones de eucalipto submetidos a duas condi¢gfes
de condi¢bes de umidade do solo [(plantas proximas a 100% da capacidade de campo (CC-controle) e
seca moderada — 65% da capacidade de campo (SM)]. Foram mensurados os seguintes parametros:
glicose (A), frutose (B), sacarose (C) e amido (D). Letras maiusculas denotam diferengas significativa
comparando os clones sob condicbes CC, letras mindsculas denotam diferencas significativas
comparando os clones sob SM e asteriscos denotam diferencas significativas comparando cada clone
entre CC e SM de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05). Valores
representam média + EP (erro padréo) de pelo menos 3 repeti¢des biolbgicas.

Os resultados das varidveis metabdlicas foram também submetidos a analise
de componentes principais (PCA), e notou-se que os dois primeiros componentes
representam 71,4% da variancia total dos dados (Figura 7). As maiores variacfes
foram observadas ao longo do eixo X, PC1 (52,2%), e teve frutose e sacarose como
as variaveis que mais contribuiram para o PC1, ao passo que proteinas e amido
contribuiram para o PC2 (19,2%). De acordo com a contribuicdo das variaveis,
observou-se a formacéo de 8 grupos especificos, sendo eles: grupo 1 - amarelo claro
(CO1277_S, CO1275_S, AEC2034 S AEC2197_S e 1144 S), grupo 2 — verde
(CO1445_S, VMO1_S e VT04_S), grupo 3 — vermelho (AEC2034_C, GG100 _C e
AEC1528 S), grupo 4 — amarelo escuro (AEC3000_C, AEC2197 C e AEC1528 C),
grupo 5 —azul (CO1445 C, AEC3000_S e CNB016_C), grupo 6 — laranja (GG100_S,
VT04 _Cell44 C), grupo 7 —cinza claro (CO1277_C, C0O1275 _C e VMO01_C) e grupo
8 — cinza escuro (CNB016_S).
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Figura 7 - Analise de componentes principais (PCA) baseado nos dados de varidveis metabdlicas de
clones de eucalipto tolerantes (clones em azul) e clones sensiveis (clones em Vermelho) sob CC (C) e
SM (S). De acordo com a contribuicdo das varidveis, observou-se a formacao de 8 grupos, sendo eles:
Grupo l-amarelo claro: (CO1277_S, CO1275_ S, AEC2034_S AEC2197_S e 1144 _S); Grupo 2-verde:
(C0O1445_S, VM01_S e VT04_S); Grupo 3-vermelho: (AEC2034_C, GG100_C e AEC1528 S); Grupo
4-amerelo escuro: (AEC3000_C, AEC2197 C e AEC1528 C); Grupo 5-azul: (CO1445 C, AEC3000_S
e CNBO016_C); Grupo 6-laranja: ( GG100_S, VT04 _C e 1144 C); Grupo 7-cinza claro: (CO1277_C,
C0O1275_C e VMO01_C); e Grupo 8-cinza escuro: (CNB016_S).

3.4- Impactos anatdémicos em folhas sob déficit hidrico

A densidade estomatica (n° de estbmatos/area) foi mensurada tanto na face
inferior (abaxial) quanto na face superior (adaxial), possibilitando também o seu
somatorio. Nao houve interacao dos fatores genoétipo e ambiente para essas variaveis
(Tabela 1). Sob CC, os clones VM01, CO1277, AEC2034, AEC2197, AEC1528, 1144,
GG100 e CNBO016 apresentaram maior densidade estomatica na face abaxial em
relacdo aos demais. Maiores densidades estomaticas na face abaxial em condicGes
de SM foram observadas apenas no clone AEC1528, ao passo que nos clones
C01275, CO1445 e AEC3000 redugbes mais pronunciadas em relacdo aos demais
clones foram notadas. Registre-se, também, que somente clones ditos tolerantes
apresentaram estbmatos na face adaxial (Tabela 1; Figura 8). Dentre os clones
tolerantes, o clone CO1445 é o que apresenta maior densidade estomatica em ambas
as condi¢cdes, CC e SM. Em adicéo, o somatério do numero de estdmatos por unidade
de area nas duas faces foliares, em plantas sob CC, foi maior nos clones VMO01,
C01445, CO1277, AEC2197, AEC3000, AEC1528, 1144 e CNBO16 (Tabela 1). Ja em
plantas submetidas a SM, os clones VM01, C0O1445, CO1277, AEC1528 e 1144

apresentaram maior densidade estomatica.
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Tabela 1- Densidade estomatica em 12 clones de eucalipto submetidos a duas condi¢c8es de condicdes
de umidade do solo [(plantas proximas a 100% da capacidade de campo (CC-controle) e seca moderada
— 65% da capacidade de campo (SM)]. Letras mailsculas denotam diferengas significativa
comparando os clones sob condigbes CC, letras minusculas denotam diferencas significativas
comparando os clones sob SM e asteriscos denotam diferencgas significativas comparando cada clone
entre CC e SM de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05). Valores
representam média + EP (erro padrao) de pelo menos 4 repeticbes biologicas.

Densidade estomatica (n° de estbmatos/area)

Face abaxial Face adaxial Face abaxial e adaxial
yMmop Controle  454.93+19.18 A 95,53+ 13,12 C 550,47 + 28,16 A
Seca 451,73 + 36,67 ¢ 106,93 + 22,03 c 558,67 + 44,95 a
Controle 332,87 +37,41B 87,13+ 5,58 C 420,00+ 37,17 B
CO1275  seca  332,60+20,00d 92,67 £ 9,08 425,27 + 24,62 ¢
Controle 319,60 + 31,93 B 22593 +2151 A 54553 +52,49 A
COL445  seca  358,80+36,89d  284,07+20,09a 642,87 +5156a
CO1277 Controle 422,60 £ 6,62 A 143,67 £ 8,39 B 566,27 + 7,72 A

Seca 457,40 + 25,90 ¢ 177,27 £12,53b 634,67 +30,29 a
AEC2034 Controle 423,80+ 17,19 A 7,93+0,97D 431,73+ 17,51 B
Seca 441,00 + 33,61 ¢ 6,93+1,33d 447,93 + 34,59 ¢
AEC2197 Controle 508,07 + 16,18 A 6,47 +2,50 D 514,53 + 18,61 A
Seca 492,13 +13,95b 17,67 +3,98 d * 509,80 + 12,46 b
AEC3000 Controle 378,67 9,97 B 170,40 + 12,60 B 549,07 + 28,53 A
Seca 355,40 +30,30d 168,60 + 13,29 b 524,00 + 33,60 b
yTosa  Controle 301,92 +62,84B ND 301,92 + 62,84 C
Seca 402,75+ 75,82 ¢ ND 402,75+ 75,82 ¢
AEC15pg COntrole  487,13+4131A ND 487,13 + 41,31 A

Seca 632,53 +33,16a* ND 632,53 +33,16 a *
i1as  Controle 480,80+ 66,01 A ND 480,80 + 66,01 A
Seca 549,67 +19,31b ND 549,67 + 19,31 a
co10  Controle 415,40 + 51,48 A ND 415,40 + 51,48 B
Seca 506,87 + 33,56 b ND 506,87 + 33,56 b
CNBO16 Controle 49583 +38,71 A ND 495,83 + 38,71 A
Seca 520,07 + 11,90 b ND 520,07 + 11,90 b

A espessura dos tecidos (epiderme superior e inferior, mesofilo e espessura
total) apresentaram poucas diferencas entre CC e SM, destacando-se: reducdo da
epiderme superior no clone CO1275, aumento da espessura da epiderme inferior no
clone AEC2197, reducao da espessura do mesofilo no clone AEC3000 e da espessura
total no clone CO1445 em plantas sob SM em comparacdo a CC (Tabela 2). Com
efeito, os clones VTO04, 1144, GG100, e CNB016, sob CC, apresentaram menor
espessura foliar total, ao passo que os clones CO1277, AEC2034 e AEC3000 nas
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mesmas condi¢cdes exibiram maiores espessuras. Ao se analisar todos os clones sob
SM, os clones C0O1275, AEC2034, AEC2197, AEC3000, AEC1528, 1144 e CNB016

apresentaram maior espessura total em relagéo aos demais.

Tabela 2- Espessura dos tecidos em 12 clones de eucalipto submetidos e duas condi¢cdes de umidade
do solo [(plantas proximas a 100% da capacidade de campo (CC-controle) e seca moderada — 65%
da capacidade de campo (SM)]. Letras maiusculas denotam diferencas significativa comparando os
clones sob condigbes CC, letras mindsculas denotam diferencgas significativas comparando os clones
sob SM e asteriscos denotam diferengas significativas comparando cada clone entre CC e SM de
acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05). Valores representam média + EP
(erro padréo) de pelo menos 4 repeticdes bioldgicas.

Espessura dos tecidos (mm)

Epiderme superior Epiderme inferior Mesofilo Total
VMOL Controle 1229+043C 10,93+0,15B 164,70+6,13B 187,14 +6,58 B
Seca 11,54+0,38b 10,30+0,36b 160,74+3,40b 181,62 +3,76 b
Controle  12,40+0,33C* 10,79+0,36 B 174,18 +545A 197,76 +549 B
C01275
Seca  10,93+042c¢ 10,46x0,72b 174,67+ 4,28a 197,28+4,06 a
co1445 Controle 10,32+0,32D 10,06+0,22C 175,36+ 7,20A 196,06 +7,35B
Seca 10,14+ 0,24 c 9,19+0,32¢c 157,26+3,92b 176,04 +4,15b *
colpyy COnUole 1107+069D  963:£022C 189294697 A 210,04 7,69 A
Seca 12,12+0,17 b 988+031c 177,76+1,92a 199,16+1,70a
+ 12,96 £0,65 A 71+8, 219,25 £ 9,44 A
AEC2034 Controle 15,99 £0,23 A 191,71 +8,83 A
Seca 1520+0,51a 12,73+0,34a 177,56+6,70a 203,08+6,25a
Controle
AEC2197 13,21+0,64B  11,07+0,26 B 178,42+9,73 A 202,06+9,91B

Seca 13,92 +0,48 a 1252+0,49a* 16556+ 4,04a 190,11+4/4l1la

AEC3000 Controle  12.89+0,58C  11,07+0,67B 18326+3,38A  206,19+350 A
Seca 1299+0,62b 1122+0,35b 167,87+549a* 190,98+6,24a
yTosa Controle  12.31+0,63C 10,08+0,40C 14349+2,87B 164,30+2,86 C

Seca 1299+0,42b 10,63+0,70c 15375+8,33b 176,89 +9,57 C

Controle 1412+0,73B  11,32+0,30B 172089+563 A 197,77 +6,63B
Seca 12,44+033b  10,95%0,23b 17428+240a 196,76+3,17a

AEC1528

1144 Controle 11,91+042C 9,88+041C 15259+4,06B 173,20+4,11C
Seca 12,41 +£0,45b 10,42+0,32b 166,68 +6,07a 188,99+6,53a

Controle 14,32 +0,77 B 10,53+0,83C 143,36 +6,57B 16543+7,42C
Seca 14,68 £ 0,66 a 10,79+0,34b 159,24 +10,48b 183,94 +11,36Db

Controle  10,70+0,79D  8,98+052C 15306+ 206 B 17371 +3,68C
Seca  11,95+0,47b 9,40 +044c 166,29+1039a 18670+11.10a

GG100

CNBO16

N&o houve interagdo dos fatores entre CC e SM em resposta a limitagéo hidrica
no que se refere a porcentagem de espaco intercelular (Figura 8A). No entanto, é

possivel observar caracteristicas intrinsecas aos materiais. Com efeito, os clones



31

C0O1275, CO1445, CO1277, AEC2197 e AEC3000 apresentam menor porcentagem
de espaco intercelular sob condi¢cdes CC e SM (Figuras 8A e 9).

O ndmero de vasos do xilema também é uma caracteristica importante
associada a toleréncia a seca. Sob SM houve aumento do nimero de vasos do xilema
nos clones VM01, CO1275, CO1277, AEC1528, GG100 e CNB016 (Figura 8B).
Reducdes no diametro médio e area média do xilema, que sdo importantes mudancas
para evitar a ruptura dos condutos, foram observadas nos clones CO1275, AEC2034,
AEC1528 e GG100 sob SM em comparacao a CC. (Figuras 8C-D).
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Figura 8- Caracteristicas vasculares de 12 clones de eucalipto submetidos a duas condi¢des de
umidade do solo [(plantas proximas a 100% da capacidade de campo (CC-controle) e seca moderada
— 65% da capacidade de campo (SM)]. Foram mensurados os seguintes pardmetros: porcentagem de
espaco intercelular (A), n® de vasos (B), diametro médio de vasos do xilema (C) e area média de vasos
do xilema. Letras mailsculas denotam diferencas significativa comparando os clones sob condicdes
CC, letras minusculas denotam diferencas significativas comparando os clones sob SM e asteriscos
denotam diferencas significativas comparando cada clone entre CC e SM de acordo com o Teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05). Valores representam média + EP (erro padréo) de pelo
menos 3 repeticdes bioldgicas.
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Tolerante
VMO1 C01275 C0O1445 C01277

ET, #E

Controle

Controle

Seca

Sensivel
VT04 1144 GG100 CNBO016

Controle

Seca

Figura 9- Anatomia foliar de clones de eucalipto tolerantes e sensiveis a seca. ET: estdmato, PP:
parénquima palicadico, FV: feixe vascular e *: espaco intercelular. Escala equivale a 100 pm.

Os resultados das variaveis anatémicas, submetidas a analise de componentes
principais, culminaram com os dois primeiros componentes representando 71,1% da
variancia total dos dados (Figura 10). As variacdes em ambos os eixos foram bastante
similares (PC1 37,9% e PC2 33,2%); ndo obstante, as variaveis espessura interna e
total da folha foram as que mais contribuiram para PC1, enquanto que a espessura
da epiderme superior e densidade estoméatica da face adaxial foram as variaveis que
mais contribuiram para PC2. Dessa forma, observou-se a formacéo de 3 grupos. O
grupo 1 (vermelho) é formado pelos clones VMO0l C, VM01 S, CO1275 C,
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CO1275_S, CO01445_C, CO01445_ S, CO1277_C, CO1277_S, AEC3000_C e
AEC3000_S. O grupo 2 (azul) € composto pelos clones AEC1528 C, AEC1528 S,
CNBO016_C, CNBO016_S, 1144 C, 1144 S, GG100_C, GG100_S, VT04_C e VT04_S.
Ja o grupo 3 (amarelo escuro) é formado pelos clones AEC 2197 C, AEC2197_S,
AEC2034_C e AEC2034_S.
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Figura 10 - Andlise de componentes principais (PCA) baseado nos dados anatémicos de clones de
eucalipto tolerantes (clones em azul) e clones sensiveis (clones em Vermelho) sob condigbes CC (C)
e SM (S). Observou-se a formacao de 3 grupos. Grupo 1-vermelho: (CO1445 S, VM01_S, CO1445 C,
C01277_C, CO1277_S, CO1275_S, VM01_C, C0O1275_C, AEC3000_S e AEC3000_C); Grupo 2-
azul: (AEC1528 C, AEC1528 S, CNB016 _C, CNB016_S, 1144 C, 1144 S, GG100_C, GG100_S,
VT04_C e VT04_S); e Grupo 3-amarelo escuro: (AEC 2197 C, AEC2197_S, AEC2034 C e
AEC2034_5S).

4- DISCUSSAO

Embora a disponibilidade hidrica ndo tenha promovido interacdo dos
tratamentos entre plantas controle (CC) versus plantas sob seca moderada (SM) para
a maioria dos parametros biométricos, respostas diferenciais foram observadas em
clones mantidos em condicéo hidrica adequada ou quando submetidas a restricdo
hidrica (Figura 1). Assim, foi possivel identificar bioindicadores morfoanatémicos e
fisiologicos capazes de explicar, mesmo que parcialmente, a tolerancia diferencial a
seca usualmente observada em clones comerciais de eucalipto.

A AFE, razdo entre area e biomassa seca foliar, indica o investimento em
biomassa por unidade de area (Poorter et al., 2009). Menores AFE indicam folhas
mais grossas, com maior densidade celular, mais lignificadas e, ao mesmo tempo,

reducdo da area foliar. Com efeito, todas essas caracteristicas sdo importantes para
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tolerancia a seca em plantas. Ndo se notaram reducdes significativas na AFE em
plantas sob SM em relacdo a CC, sugerindo que esta seja, possivelmente, uma
caracteristica intrinseca dos genotipos. Ressalta-se que 0s genotipos mais tolerantes
apresentam, em sua grande maioria, menor AFE sugerindo que este seja um
parametro eficaz na predicao da tolerancia a seca. Esse mesmo efeito foi observado
por Maseda & Fernandez (2016) ao avaliarem seis plantulas de eucalipto em que a
seca ndo promoveu alteracbes na AFE. N&o obstante, Pita & Pardos (2001)
verificaram redugfes da AFE em plantas de eucalipto submetidos a seca. Registre-
se, ainda, que, sob SM, os clones C0O1275, CO1445 e AEC3000 (clones tolerantes)
apresentaram reducfes na AFE, em comparacdo aos demais materiais, na mesma
condicao (Figura 1B).

A alocacédo de carbono nos diversos 6rgaos da planta é um fator importante na
compreensao dos impactos da deficiéncia hidrica sobre o crescimento vegetal (Guo
et al., 2015). Neste contexto, analises de crescimento e alocacdo da biomassa em
resposta a limitacdo hidrica séo eficazes em distinguir materiais mais produtivos dos
menos produtivos. Cabe ressaltar que, particularmente no caso de eucalipto, clones
menos produtivos nem sempre sdo 0S menos tolerantes a restricdo hidrica. Em
Populus esse efeito também foi bastante observado (Monclus et al., 2006). Durante a
seca, a produtividade de um gendtipo diminui devido a ocorréncia de fechamento
estomatico. Tal estratégia de tolerdncia é de suma importancia para evitar perdas
excessivas de agua em alguns genétipos, o que resultaria, em ultima instancia, em
menor assimilacdo de COo..

A massa seca da parte aérea foi menor para a maioria dos clones sob SM em
relagdo a CC, exceto para os clones VM01, CO1445, AEC2197 e AEC3000 (Figura
1G). Esses clones estdo presentes no grupo de materiais considerados tolerantes
segundo o ranking fenotipico. Por outro lado, os clones CO1275, CO1277 e AEC2034,
apesar de considerados tolerantes, apresentaram redu¢fes acentuadas na biomassa
que, aparentemente, estariam relacionadas a um comportamento estomatico mais
conservador, de modo a evitar a perda excessiva de agua. Cabe ressaltar também
que todos os clones considerados sensiveis apresentaram redu¢des da biomassa. Em
adicdo, ao se investigar duas populagcdes de Pinus tabuliformis, oriundas de

ambientes distintos, verificou-se que a seca impactou negativamente diversas
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caracteristicas entre elas a alocacao de biomassa. Todavia, a populagéo considerada
de maior tolerancia apresentou menor reducédo na biomassa (Ma et al., 2014).

Com o intuito de verificar os mecanismos de dissipacao de energia em plantas
sob seca, uma camera com sensor térmico por infravermelho foi utilizada. Essa
analise permite inferir a temperatura foliar através de uma escala variando entre
superficies frias (azuis) a quentes (vermelho). Neste contexto, é possivel avaliar as
relagbes hidricas, principalmente a regulacdo estomética, considerando que o0s
estbmatos estdo diretamente envolvidos no processo de dissipacdo energética
através da transpiracdo (Jones et al., 2009). Assim, o aumento das trocas gasosas
estaria associado ao resfriamento da superficie foliar devido ao processo
transpiratorio (Biju et al., 2018). Aqui, clones tolerantes submetidos a SM (e.g. VM01
e AEC3000), apresentaram temperatura foliar similares as CC, ou seja, apresentaram
temperatura foliar mais fria (Figura 4). Ja os clones considerados sensiveis, (e.g. VT04
e CNBO016), exibem temperatura foliar mais elevada sob SM em relacdo a CC (Figura
4). Assim, a menor variagdo na temperatura foliar dos clones tolerantes sob condi¢des
de SM em relacdo a CC indica uma maior capacidade de arrefecimento. Tomados em
conjunto, a avaliacdo termografica mostrou-se efetiva na selecdo de gendtipos de
eucalipto tolerantes a seca, como previamente relatado num grupo de 37 genoétipos
de lentilha (Biju et al., 2018).

Outros mecanismos de protecdo séo utilizados pelas plantas sob déficit hidrico,
como por exemplo, acimulo de aminoacidos livres e acUcares, que auxiliam no
ajustamento osmotico (Farooq et al., 2009). Proteinas podem também auxiliar na
tolerancia uma vez que muitas delas apresentam solubilidade em agua (Farooq et al.,
2009). No presente trabalho, observou-se acumulo de aminoécidos soluveis totais em
5 clones tolerantes (CO1275, CO1445, AEC2034, AEC2197 E AEC3000) e 2 clones
sensiveis (AEC1528 e CNB016) (Figura 5C). Entretanto, os teores de proteinas foram
maiores nos clones VMOl e AEC3000, considerados tolerantes, e nos clones
sensiveis VT04 e CNB016 (Figura 5E). O aumento de aminoacidos soluveis totais sem
alteracdo nos teores de proteinas para os clones CO1275, C0O1445, AEC2034,
AEC2197 e AEC1528 sugere que ndo houve degradacao de proteinas para sustentar
0 acumulo de aminoacidos. Comportamento similar, acimulo de aminoacidos sem
alteracdo nos teores de proteinas, foi observado também em dois genotipos de umbu

(Spondias tuberosa) sob seca (Silva et al., 2009). Vale destacar que processos de
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sintese e degradacdo de proteinas estdo associados a incorporacao e liberacédo de
aminoacidos (Lyon et al., 2016) e que, alguns tipos de aminoacidos, como 0s
aminoécidos de cadeia ramificada, foram relatados como capazes de influenciar na
tolerancia & seca em Arabidopsis thaliana (Pires et al., 2016). Aumentos no contetdo
de aminoacidos de cadeia ramificada, em resposta a estresses como a seca, parece
estar associado ao uso desses aminoacidos como substrato respiratorio (Araujo et al.,
2011).

Dentre os aminodcidos, a prolina pode apresentar fungcdo osmética (Farooq et
al., 2009) de suma importancia em resposta a estresses varios. Neste contexto, o
acumulo de prolina, aminoacido de baixo peso molecular, que funciona como um
osmdlito ativo (Farooq et al., 2009), ja foi relatado em diversas plantas em resposta a
seca (Coscolin et al., 2011; Ahmed et al., 2009). Houve pouca interagdo dos fatores
entre plantas irrigadas e plantas sob SM no nosso trabalho, como observado pelos
incrementos de prolina no clone AEC2197 e reducdes nos clones VT04 e AEC1528
(Figura 5D). Assim, é plausivel sugerir que, ao menos nas condi¢cdes do nosso
trabalho, prolina tenha pouca, ou nenhuma importancia na tolerancia diferencial a
seca em eucalipto.

Incrementos nos teores de glicose, frutose e sacarose em diferentes materiais
genéticos foram observados (Figuras 6A-C) e, assim, um possivel papel osmaético
desses acucares nas células nao pode ser, efetivamente, descartado. Foi possivel
notar que 6 clones tolerantes (VMO01, CO1275, CO1445, CO1277, AEC2034 e
AEC2197) e 2 clones sensiveis (AEC1528 e CNB016) apresentaram incrementos nos
teores de glicose em comparacdo aos respectivos controles. No entanto, 0s mesmos
6 clones tolerantes (VMO01, CO1275, CO1445, CO1277, AEC2034 e AEC2197) e 3
clones sensiveis (AEC1528, 1144 e CNB016) apresentaram incrementos nos teores
de frutose. Em adicdo, os teores de sacarose aumentaram em todos os clones
avaliados e, sob SM, o clone VMOl apresentou teores elevados de sacarose em
relacdo aos demais clones. Cumpre mencionar que o aumento desses agucares nao
foi acompanhado por alteragGes significativas nos teores de amido (Figura D). As
alteracdes metabdlicas ocorridas durante eventos de seca sdo processos dindmicos
qgue variam com a intensidade e duracao da seca, bem como da sensibilidade dos
materiais (Marcek et al., 2019). Desse modo, acucares como glicose e frutose, além

de funcé@o osmoética, podem atuar como substrato respiratorio e também na sintese de
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outras moléculas, ao passo que a sacarose pode ainda ser transportada para 6rgaos
drenos (Hartmann & Trumbore, 2016). Embora diferencas nos metabdlitos tenham
sido observados em resposta a seca, uma analise multivariada (PCA) desses dados
ndo esteve associada a separacdo, de forma efetiva, de materiais genéticos
considerados tolerantes e sensiveis (Figura 7).

A densidade estomética (numero de estdmatos por unidade de area) pode
sofrer alteracdes desencadeadas tanto por fatores genéticos como ambientais
(Bertolino et al., 2019). N&do foi possivel observar aqui quaisquer alteragbes na
densidade estomatica em funcéo da variacdo do teor de umidade do solo (Tabela 1).
Com efeito, os clones VM01, CO1275, AEC2034, AEC2197 e AEC3000, quando
submetidos a SM, tendem a manter a mesma densidade estomética que em CC. Por
outro lado, materiais considerados mais sensiveis tendem a apresentar maior
densidade estomatica sob SM (Tabela 1). Entretanto, esse efeito pode ter sido
ocasionado por uma redugao da area foliar, gerando um “efeito de concentragao” dos
estdmatos por unidade de area. Diferentemente dos resultados aqui obtidos, materiais
ditos tolerantes e plasticos apresentaram incrementos na densidade estomatica na
face abaxial ao se avaliar oito clones de eucalipto com diferentes niveis de tolerancia
a seca (Otto et al., 2017). Interessantemente, dos 12 clones aqui avaliados, apenas
os clones considerados tolerantes apresentaram estdmatos nhas duas faces
(anfiestomaticos). Registre-se que o0s materiais anfiestomaticos possuem base
genética derivada de E. camaldulensis, material considerado tolerante a seca, ao
contrario dos demais que sdo, predominantemente, oriundos de E. urophylla e E.
grandis. Ao avaliarem os 8 clones de eucalipto, Otto e colaboradores, (2017)
verificaram que clones que apresentaram estdmatos nas duas faces tinham como
base genética E. urophylla x E. tereticornis e E. grandis x E. camaldulensis. E
plausivel sugerir que clones oriundos de cruzamentos entre espécies consideradas
tolerantes a seca, como E. calmaldulensis, E. tereticornis e E. brassiana, possam
exercer, de alguma forma, influéncia direta na disposicdo dos estdomatos. A
anfiestomatia exerce papéis importantes, por exemplo, ao aumentar sitios de
assimilacdo de CO2 diminuindo a distancia percorrida por esse gas até o mesofilo
(Parkhurst & Mott, 1990). Em experimentos com E. globulus foi demonstrado que as
superficies foliares podem apresentar respostas independentes, em funcdo da

demanda evaporativa, induzindo, portanto, um fechamento estomatico diferenciado
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(Richardson et al., 2017). Esse funcionamento “independente” dos estdmatos pode
justificar, aos menos em parte, a menor temperatura foliar, bem como o aporte de
carbono em condi¢Bes de deficiéncia hidrica, como ora observado em nosso trabalho.

N&o apenas os mecanismos de tolerancia a seca previamente mencionados,
mas também as caracteristicas anatbmicas sdo importantes para a compreensao das
estratégias adotadas pelas plantas. Assim, sob limitacdo hidrica, observa-se
diminuicdo na densidade estomética, decréscimos dos espacos intercelulares, com a
presenca de duas ou mais camadas de parénquima palicadico (Gomes, 2013),
aumento na densidade de venacédo (Boer et al., 2016), dentre outras modificacfes.
Cumpre mencionar que alteracbes na espessura dos tecidos sdo também
evidenciadas em condi¢Oes de seca. Neste contexto, verificou-se que a SM levou a
reducdes na espessura de células do mesofilo e, consequentemente, decréscimos no
tamanho das células em oito clones de eucalipto (Otto et al., 2017). Essa reducéo da
espessura da folha aliada a maior espessura do parénquima palicadico foi também
notada em hibridos de E. camaldulensis x E. tereticornis submetidos ao déficit hidrico
(Nautiyal et al., 1994). Embora tenha havido tendéncia de redugdes na espessura do
mesofilo em clones tolerantes (Tabela 2), a SM ndo promoveu diferencas entre clones
e teor de umidade do solo. Todavia, em condicbes de campo, clones de eucalipto
considerados tolerantes a seca sob limitada disponibilidade hidrica, apresentaram
reducdo dos espacos intercelulares em comparacdo aos clones de média e baixa
tolerancia, particularmente em folhas do apice, terco médio e base, sendo essa uma
das principais caracteristicas de plantas xeromorficas (Gomes, 2013). Em decorréncia
da reducéo de espacos intercelulares ha também compactacdo do mesofilo e, com
iSs0, aumenta-se a resisténcia interna ao movimento de agua, diminuindo perdas de
agua por evaporacado (Machado, 2004). Aqui, a SM nao promoveu alteracbes na
porcentagem de espagos intercelulares; entretanto, caracteristicas intrinsecas aos
materiais genéticos, principalmente nos clones tolerantes, foram observadas. Dentre
os clones avaliados, clones como CO1275, CO1445, CO1277, AEC2197 e AEC3000,
apresentaram menor porcentagem de espacos intercelulares tanto sob SM quanto em
CC.

A anatomia dos vasos condutores permite também compreender estratégias
utilizadas pelas plantas sob condi¢bes de limitacdo hidrica, a fim de obter melhor
seguranca hidraulica. Em sua revisédo, Saadaoui et al., (2017) abordaram a anatomia
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de 28 espécies de eucalipto distribuidas em solos com diferentes niveis de aridez na
Australia e observou-se que, a medida que a aridez aumenta, ocorre uma diminuicédo
dos didametros dos vasos acoplada ao aumento da frequéncia dos mesmos. Em
consonancia, resultados semelhantes foram aqui observados, como, por exemplo, o
aumento do numero de vasos do xilema nos clones VM01, CO1275, CO1277,
AEC1528, GG100 e CNB0O16 sob SM em comparacdo a CC. Em adicéo, a reducéo
do didmetro e area média do xilema foi observada nos clones CO1275, AEC2034,
AEC1528 e GG100, sugerindo a ocorréncia dessa estratégia de “compensacao” para
lidar com a baixa disponibilidade hidrica. Cumpre ressaltar também as variaveis
morfoanatdmicas possibilitaram a separacéo de clones tolerantes e sensiveis sendo,
portanto, variaveis importantes para selecdo de materiais genéticos mais tolerantes a
seca.

Tomadas em conjunto, as avaliacdes realizadas aqui apresentam se como de
grande relevancia para trabalhos futuros tanto em casa de vegetacdo quanto em
condicdes de campo. Com efeito, a busca por bioindicadores de tolerancia a seca tem
se mostrado uma estratégia promissora para selecdo de materiais de eucalipto em
programas de melhoramento genético florestal com essa finalidade. Neste contexto,
trabalhos futuros utilizando um gama maior niumero de clones de eucalipto bem como
cruzamentos entre esses e outros materiais podem ser de fundamental importancia
na obtencdo de eucaliptos tolerantes a seca, além de permitir uma melhor
compreensao dos mecanismos adotados por esses materiais quando submetidos a
limitada disponibilidade hidrica.

Dessa maneira, o uso de bioindicadores de tolerancia a seca almejado ha um
bom tempo no setor florestal brasileiro, através desse trabalho podera ser utilizado em
escala operacional, agregando-se as demais técnicas de selecédo de material genético

superior em areas de déficit hidrico.
5- CONCLUSOES
Em sintese, alteracbes morfologicas, fisiolégicas e anatdbmicas foram

apresentadas pelos clones tolerantes em comparacao aos clones sensiveis a restricao

hidrica.
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e Certos materiais, tidos como tolerantes, a exemplo do clone VMO1,
forampouco sensiveis quando cultivados sob condigdes de SM e apresentaram
valores similares a plantas controle no que se refere & massa seca de folhas e
de ramos e, biomassa da parte aérea. Isso pode significar que o grau de
restricdo hidrica aplicado ndo tenha sido o suficientemente forte para afetar
este material genético;

e AvaliacOes termograficas foram capazes de discriminar materiais genéticos
gquanto a toleradncia, sendo, portanto, uma ferramenta importante na
discriminagdo dos gendtipos tolerantes a seca,;

e A razao entre clorofila a/b, clorofilas totais, aminoacidos totais, prolina,
proteinas sollveis totais, glicose, frutose, sacarose e amido, ndo foram
sensiveis a condi¢do hidrica imposta e ndo permitiram distinguir os materiais
no gque se refere a tolerancia a seca;

e Emrelacdo a densidade estomatica apenas os clones tolerantes apresentaram
estbmatos nas duas faces foliares. Tomados em conjunto com essas variaveis,
a anatomia de folhas e peciolo parecem ser potenciais bioindicadores de
tolerAncia a seca, uma vez que permitiram separar materiais genéticos e

evidenciar caracteristicas importantes para lidar com este importante estresse.
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CAPITULO Il

IDENTIFICACAO DE BIOINDICADORES DE TOLERANCIA A SECA EM
EUCALIPTO CULTIVADOS EM CASA DE VEGETACAO

1- INTRODUCAO

Por serem organismos sésseis, as plantas estdo constantemente sujeitas as
variacfes ambientais que as cercam (Golldack et al, 2013). Portanto, a compreensao
de mecanismos fisiologicos utilizados pelas plantas no ambiente em que elas estédo
inseridas nos permite identificar qual a melhor forma de conduzir os cultivos tanto de
espécies agricolas quanto florestais (Otto et al., 2017). Nado obstante, esse maior
entendimento pode permitir a selecdo de materiais tolerantes aos mais diversos tipos
de estresse, como por exemplo deficiéncia hidrica e os extremos de temperatura (Otto
et al., 2017, Das et al, 2017; Eremina et al, 2016).

A deficiéncia hidrica é um estresse que acomete diferentes culturas, e afeta
processos vitais como os parametros de trocas gasosas. Cumpre mencionar que, em
decorréncia desse estresse, aproximadamente 150.000 hectares de florestas
plantadas foram perdidos, somente no ano de 2014, em Minas Gerais (Diario do
Comeércio, 2015). Com efeito, isso serviu como alerta para o setor florestal para uma
possivel recorréncia desse fenbmeno devido as recentes mudancas climaticas ao
longo de todo o globo. Nesse sentido, a busca por materiais tolerantes a seca faz-se
extremamente necessario e tem sido alvo de diferentes estudos.

Em decorréncia da limitacdo hidrica no solo, as plantas respondem reduzindo
a condutancia estomatica bem como a transpiracéo, sendo que essa resposta pode
ser mediada pelo acumulo de &cido abscisico (Mitchell et al., 2017). O declinio
ocorrido na condutancia estomatica com o0 avanco da deficiéncia hidrica,
consequentemente ira promover reducbes tanto na transpiragdo como na taxa
fotossintética (Creek et al., 2018; Correia et al., 2018). Isso desencadeia a reducdo na
disponibilidade de carboidratos e consequentemente afetar o investimento destes no
crescimento da planta. Utilizando-se plantas de E. globulus submetidas a restricéo
hidrica verificou-se a formacé&o de dois grupos bem distintos, sendo que em um deles

as plantas exibiram eficiéncia no controle estomético e redu¢des no crescimento,
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enguanto em um segundo grupo as plantas exibiram menor controle estomatico e
maior taxa de crescimento (Granda et al., 2014).

A seca pode alterar também a area foliar especifica (AFE), que corresponde a
razdo entre area e acumulo de biomassa. Essa razao permite inferir sobre o acimulo
de biomassa por unidade de area (Poorter et al., 2009) e é uma caracteristica
relacionada com o crescimento da planta (Cheng et al. 2016). Nesse sentido,
decréscimos em AFE foram observados em clone de E. camaldulensis e redugéo no
crescimento da parte aérea (Amrutha et al., 2019). Além disso de redu¢des em AFE,
reducdes em altura e biomassa podem ser visualizados sob condi¢cdes de seca em
eucalipto (Correia et al., 2013).

Apesar dos possiveis danos causados pela reducdo ou mesmo auséncia de
agua disponivel, plantas podem responder positivamente ao aumento do contetdo de
agua no solo. Coscolin et al, (2011) verificaram que a atividade fotossintética foi
restaurada parcialmente em clones de eucalipto submetidos a ciclos de seca e
reidratacdo. Ja Correia et al. (2013) verificaram o restabelecimento das trocas
gasosas a valores similares ao controle em clones de eucalipto apés uma semana de
reidratacdo. Ademais, alteracdes morfoanatdbmicas sdo observadas em plantas sob
seca e podem auxiliar na discriminacdo de genotipos. Dessa forma, é observado que
a limitacéo hidrica promove alteracdes na densidade estomética, reducao de espacos
intercelulares (Gomes, 2013), aumento na densidade de venacéao (Boer et al., 2016),
alteracdes na espessura de tecidos (Otto et al., 2017), dentre outras alteragdes.

A aquisicdo de nutrientes em locais de limitacdo hidrica € também limitada.
Miiller et al. (2017), ao avaliarem os efeitos do fosforo (P), célcio (Ca), magnésio (Mg),
potassio (K) e boro (B) em diferentes clones de eucalipto sob limitacdo hidrica,
verificaram que os clones podem ser discriminados com base na capacidade de
absorcdo de Ca e Mg. Vale ressaltar também, que esses mesmos autores observaram
que clones tolerantes e sensiveis apresentavam diferencas na eficiéncia de absor¢éo
e uso de nutrientes.

Tendo em vista diferentes mecanismos adotados pelas plantas, bem como sua
plasticidade, entender quais as estratégias adotadas por diferentes materiais,
principalmente plantas de eucalipto, permitirdo identificar variaveis importantes para
selecionar clones tolerantes a seca. Um experimento extra e maior utilizando 12

clones de eucalipto (Capitulo I) foi conduzido em casa de vegetac&o pelo nosso grupo,
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onde foi possivel avaliar variaveis consideradas promissoras para discriminacdo dos
clones de eucalipto tolerantes a seca. Neste trabalho, foram utilizados cinco clones de
eucalipto (tolerantes e sensiveis) considerados promissores, que foram previamente
selecionados de experimento anterior com o objetivo de validar os bioindicadores

encontrados no experimento |, bem como a selecao de outros bioindicadores.

2- MATERIAL E METODOS

2.1- Selecdo dos materiais genéticos e conducao do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao no Viveiro de Pesquisa do
Departamento de Engenharia Florestal, Universidade Federal de Vicosa, Minas
Gerais, Brasil (20° 45’'S e 42° 52’'W, 672 m) sob condicbes semi controladas.
Selecionaram-se cinco clones de eucalipto com diferentes niveis de tolerancia a
deficiéncia hidrica de acordo com experimentos prévios realizados por Pita-Barbosa
2017 (dados nao publicados) e com o ranking realizado pelas empresas do setor
florestal, sendo os clones tolerantes: VMOL1 (E. urophylla x E. camaldulensis), CO1275
(E. camaldulensis x E. spp), CO1445 (E. urophylla x E. camaldulensis) e sensiveis:
1144 (Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla) e CNB016 (E. urophylla (hibrido
espontaneo). As mudas foram previamente cultivadas em tubete e posteriormente
transferidas para vasos plasticos com capacidade de 21 L contendo uma mistura de
solo e areia na proporcao 1:1. Superfosfato simples foi misturado ao substrato de
modo a fornecer 200 mg/dm3 de P. Apds o preparo do solo e transplantio das mudas
para os vasos, as mesmas foram aclimatadas as condi¢des 6timas, com a umidade
do solo préxima a 100% da capacidade de campo (CC) por cerca de 60 dias. Apds o
pegamento das mudas, uma adubacado NPK 20-05-20, 300mg/L de solo, foi aplicada
a superficie do vaso, juntamente com acido boérico-1 mg/L, cloreto de cobre- 1,33 mg/L
e sulfato de zinco-4 mg/L). As doses dos fertilizantes foram determinadas com base
na andlise quimica da mistura. Essa adubacédo de cobertura foi aplicada a cada 30
dias.

Uma vez aclimatadas, metade das plantas foi submetida a seca moderada, de
forma gradual, até a umidade do solo atingir 70% da CC, permanecendo sob essa
condi¢céo por aproximadamente 120 dias, enquanto que a outra parte permaneceu

proximo a 100% da CC. Para isso, gerou-se uma curva de calibragéo para controle
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diario da umidade do solo. Com um sensor de umidade aferiu-se a umidade do solo e
o mesmo foi coletado para analise de umidade em laboratério e, baseado nesses
valores gerou-se uma regressao e a equacao obtida foi utilizada para o ajuste da
umidade. O teor de umidade correspondente a CC foi determinado saturando-se o
solo com agua até ocorrer a drenagem. Cessado esse processo, amostras foram
coletadas e lavadas a estufa para secagem, determinando-se a quantidade de agua
retida. Apos drenagem aferiu-se a umidade com o sensor e o valor obtido foi utilizado
na curva de calibracéo.

ApOs esse periodo de estresse, as plantas previamente submetidas a SM foram
expostas a seca severa (SS), com a suspencao total da irrigacdo. O potencial hidrico
(Ww) foi verificado diariamente na antemanhda até atingir aproximadamente -3 Mpa,
bem como a observacao de danos visiveis causados pela seca. Ao atingir esse ponto,
as plantas foram reidratadas e mantidas nessa condicdo até parametros de
recuperagdo, como incrementos na taxa fotossintética, retornassem a valores
similares aos controles serem evidenciados. Em cada um dos pontos: i) aos 120 dias
sob 70% da CC; ii) seca severa, (Yw de aproximadamente -3,00 Mpa) e iii)
reidratacdo, amostras para analises bioquimicas foram coletadas e imediatamente
congelada em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80 T para posteriores

anéalises.

2.2- Avaliacdes biométricas e quantificacao de biomassa

Ao longo de todo o experimento foi mensurada a altura e diametro das plantas
com auxilio de fita métrica e paquimetro, respectivamente. Ao final do experimento as
plantas foram divididas em folhas, caules, ramos e raiz para determinacdo da
biomassa. Para isso, esses componentes foram acondicionados em sacos de papel e
mantidos em estufa de circulacdo forcada de ar a 70 °C até obtencdo de massa

constante.

2.3- Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Foram aferidos os parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a
em plantas sob SM e ap0ds reidratacéo, bem como as plantas controle (CC). Para isso,
utilizou-se um sistema aberto com analisador de gases infravermelho (IRGA, LI-COR
Inc. LI-6400XT, Lincoln, EUA) com fluorébmetro acoplado (LI-COR Inc LI-6400-40,
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Lincoln, EUA) no periodo entre 8:00 e 12:00 h (horario local). As caracteristicas
avaliadas foram: taxa de assimilac&o liquida do carbono (A), condutancia estomatica
(gs), concentracgéo interna de CO:2 (Cj), transpiracao (E), quenching fotoquimico (qP) e
taxa de transporte de elétrons (Jn) utilizando intensidade luminosa artificial de 1000
pumol de fétons m2 st e 10% de luz azul, concentracdo de CO2 em torno de 400 ppm
e umidade relativa do ar entre 45-70%. Para a determinacdo da fluorescéncia da
clorofila a utilizou-se o fluorémetro acoplado ao IRGA no mesmo momento de medi¢ao
de A.

2.4- Avaliacdes termograficas

Para comparagéo da temperatura foliar de todos os clones sob SM, folhas
completamente expandidas foram coletadas do terco médio e colocadas lado a lado
e, entdo, fotografadas com camera no infravermelho (FLIR systems T360, Nashua,
USA).

2.5- Determinacdo dos teores de pigmentos, acgucares solUveis, aminoacidos
totais, amido e proteinas solUveis totais

Amostras previamente coletadas como descritos acima (item 2.1) foram
liofilizadas, aliquotadas e submetidas a extracdo metandlica a quente segundo Lisec
et al., (2006), exceto pela adicdo do padrao ribitol. A determinacdo dos teores de
pigmentos (clorofilas a e b) foi realizada como descrito por Wellburn (1994). Os teores
de proteinas sollveis totais e de aminoacidos totais foram determinados conforme
previamente descrito por Bradford (1976) e Yem et al. (1955), respectivamente. Os
teores de amido e agucares soluveis (glicose, frutose e sacarose) foram determinados

segundo Fernie et al. (2001).

2.6- Determinacao da area foliar especifica

Aproximadamente 15 folhas completamente expandidas do terco médio foram
coletadas e digitalizadas em scanner (hp ScanJet 200). Em seguida, elas foram
colocadas para secar em estufa de circulacao forcada de ar a 70 °C até atingir massa
constante. A area foliar especifica foi determinada pela razéo entre a area foliar (cm?)

e a massa seca (g) de folhas sob SM.
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2.7- Densidade estomatica por diafanizacao

A densidade estomatica de folhas desenvolvidas durante o periodo de seca foi
determinada em amostras, sendo a folha seccionada em sua regido mediana e fixada
em Formaldeido, &cido acético e etanol 50% (FAA 50%) por 48 h. Em seguida, essas
folhas ficaram por 48 h em metanol, posteriormente clarificadas com agua sanitaria
comercial e, por fim, colocadas em acido latico a 60 °C em estufa. Ao final desse
processo as folhas ficaram transparentes e puderam ser observadas ao microscépio
com camera acoplada, fotografadas e, a partir das imagens obtidas, o nimero de

estomatos foi contabilizado.

2.8- Variaveis anatbmicas

Folhas desenvolvidas durante o periodo de seca foram coletadas e
previamente fixadas em (FAA 50%) por 48 horas e armazenadas em etanol 70%. Elas
foram subamostradas, retirando-se um fragmento na regido que contém a nervura
principal das folhas. Esse material foi incluido em metacrilato e, apds a polimerizacao,
foram realizados cortes de 5 mm de espessura e corados, a posteriori, com azul de
toluidina. Avaliou-se a espessura das epidermes inferior e superior, espessura do
mesofilo, espessura total da folha e proporcéo de espaco intercelular. O peciolo foi
também coletado para obtencao de cortes anatdmicos para avaliacdo do numero e do

didmetro de vasos do xilema.

2.9- Andlises nutricionais

Folhas completamente expandidas, ramos e raizes foram coletadas em plantas
crescidas em solo com umidade correspondente a 70% da capacidade de campo (SM,
seguido de SS e RI), para avaliagdo nutricional. Foram quantificados os teores de
potassio, magnésio, calcio, cobre e zinco, de acordo com Gieseking et al. (1935).

2.10- Andlise estatistica

O delineamento experimental foi em blocos casualizados num esquema fatorial
5x2 (5 clones de eucalipto e 2 regimes hidricos). Os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) (p< 0,05). As médias dos tratamentos foram comparadas por

meio do teste de Scott-Knott (p< 0,05). Para a avaliacdo das premissas de
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normalidade dos residuos aplicou-se o teste de Shapiro-Wilk e as analises estatisticas

foram realizadas utilizando o software R.

2.11- Analise de componentes principais
Os dados foram normalizados utilizando logaritmo na base 2 (log2), e em

seguida, submetidos as analises utilizando-se o software MiniTab.

3- RESULTADOS

3.1- Impactos da deficiéncia hidrica na alocacdo do carbono

Os resultados obtidos para o crescimento e acumulo de biomassa referem-se
as avaliacGes realizadas ao final do experimento, isto é, apos as plantas terem sido
mantidas a SM, SS e RI. Assim, embora ndo tenham sido observadas diferencas
estatisticas entre plantas controle e tratadas no que respeita a altura e diametro final,
tendéncias de reducdes em todos os clones sob seca para ambos os parametros
foram evidentes (Figuras 1A-B e Figura 2). Sob condi¢édo controle, o clone C0O1445
apresentou maior altura e diametro de caule, enquanto os clones VMO01, 1144 e
CNBO016 apresentaram os menores valores para ambas as caracteristicas. Nao se
observou qualquer variagdo em diametro entre os clones quando a plantas foram RI;
no entanto, maiores valores para altura foram verificados para os clones CO1275 e
C01445 nessa condigéo.

Foi possivel verificar também, para a massa seca de folha, caule e parte aérea
(Figura 1C, E e G, respectivamente), a ocorréncia de interacdo de fatores clones e
teores de umidade do solo. Assim, uma reducdo acentuada nesses parametros foi
observada para todos os clones sob seca (SM e SS), os quais nao diferiram entre si
gquando comparados apenas nessa condicdo. O clone CO1445 apresentou, sob
condicdes controle, os maiores valores para todos esses parametros ao passo que 0s
demais clones nao diferiram entre si.

N&o foram observadas variacbes de comportamento entre os clones quando
comparadas as condi¢des controle (CC) e de seca (SM e SS) para as demais variaveis
relacionadas a biomassa (Figura 1D, F e H), embora tendéncia de reducdo para
massa seca de ramos e raiz tenha sido observada. A massa seca de ramos nao sofreu

variacdo sob condi¢cdes controle; no entanto, sob seca (SM e SS), apenas o clone
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C0O1445 apresentou reducdo. Apesar de a massa seca de raiz apresentar uma
tendéncia de similaridade entre os clones, um incremento para o clone 1144 foi
verificado apenas em condig&o controle. Ndo houve interagéo dos clones e teores de
umidade do solo para a razao raiz/parte aérea. Em ambas as condi¢fes, o clone 1144
apresentou os maiores valores de razéao raiz/parte aérea, enquanto nenhuma variagao

foi verificada nos demais clones (Figura 1H).
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Figura 1 - Caracteristicas de crescimento e producéo de cinco clones de eucalipto com tolerancia
diferencial a seca submetidos a quatro condi¢des de umidade do solo [(plantas préximas a 100%
da capacidade de campo - (CC-controle), plantas mantidas a 70% da capacidade de campo (SM-
seca moderada), seca severa (SS) e reidratacdo (RI)]. Foram mensurados 0s seguintes
parametros: altura final (A), didmetro final (B), massa seca de folhas (C), massa seca de ramos
(D), massa seca de caule (E), massa seca de raiz (F), massa seca da parte aérea (G) e razao
raiz/parte aérea (H). Letras mailUsculas denotam diferengas significativa comparando os clones
sob CC, letras mindsculas denotam diferencas significativas comparando os clones sob seca
(SM e SS) e asteriscos denotam diferencas significativas comparando cada clone entre CC e
estresse de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05). Valores
representam média = EP (erro padrédo) de pelo menos 4 repeticdes bioldgicas.
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Figura 2 - Imagens representativas de plantas controle (esquerda) e sob seca (direita) ao final do
ciclo de estresse (SM, SS e RI) com 120 dias de tratamento. Clones em azul séo tolerantes e em
vermelho clones sensiveis.

Os dados biométricos foram submetidos a analise de componentes principais
(PCA), verificando-se que os dois primeiros componentes representam 89,4% da
variancia total dos dados (Figura 3). As maiores variagdes (69,6%) foram observadas
ao longo do PC1 (eixo X), e a biomassa da parte aérea e do caule foram as variaveis
gue mais contribuiram, enquanto a area foliar especifica (AFE) contribui para o PC2
(19,8%). Em funcdo da contribuicdo das variaveis analisadas, foi observada a
formacdo de 4 grupos distintos, destacando-se: CO1445 C (grupo 1- azul); VMOl _C,
C0O1275_C, 1144 C e CNBO016_C (grupo 2- laranja); VM0l S, CO1275 S e
C0O1445_S (grupo 3- verde); e 1144 S e CNB0O16_S (grupo 4- cinza).
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Figura 3 - Andlise de componentes principais (PCA) baseada em dados biométricos obtidos em
clones de eucalipto tolerantes (clones em azul) e clones sensiveis (clones em Vermelho) sob CC
(C) e estresse [((SM, SS e RI) (S))]. De acordo com a contribuicdo das variaveis foi observada a
formacdo de 4 grupos distintos. grupo 1: azul claro (CO1445 C); grupo 2- laranja: (VMO01_C,
C0O1275_C, 1144 C e CNB016_C); grupo 3-verde: (VMO1_S, CO1275_S e C0O1445_S); e S grupo
4-cinza (1144_S e CNBO016).

3.2- Impactos da deficiéncia hidrica na alocagéo do carbono

A fim de se verificar os impactos da deficiéncia hidrica, as trocas gasosas foram
mensuradas em plantas de eucalipto submetidas a SM e RI, bem como as CC.
Embora ndo tenham sido observadas diferencas estatisticas na taxa fotossintética
(An), ha tendéncia de reducao em plantas mantidas a SM para todos os clones (Figura
4A). Em CC, os clones tolerantes (VM01, CO1275 e CO1445) apresentam maiores An
gue os clones sensiveis sem, no entanto, diferirem entre si. Embora apresente
tendéncia similar a An, interacdo dos fatores entre clones e teor de umidade do solo
foi observado para condutancia estomética (gs), com reducdes em todos os clones
sob SM (Figura 4B), os quais nao diferiram entre si. Por outro lado, em plantas sob
CC, incrementos em gs foram observados para os clones VM01, CO1275 e 1144.

De maneira semelhante a gs, a interagdo clone x niveis de umidade do solo
afetou a concentracéo interna de CO:2 (Ci). Houve reducéo da Ci nos clones VMO1,
C01275, CO1445 e 1144 gquando submetidas a SM (Figura 4C). O clone CNB016 foi
0 Unico em que a Ci néo diferiu entre os teores de umidade do solo. Em CC, nao foram
verificadas alteracdes entre os clones.

Verificou-se também um comportamento similar a gs ao se comparar a

transpiracéo (E) e a gs, ainda que o clone CNB0O16 tenha apresentado menores E em
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condicdo controle, dentre os clones avaliados (Figura 4D). Ndo se observaram
quaisquer alteracdes para o quenching fotoquimico (gP) entre clones e/ou tratamentos
(Figura 4E). Em geral, o comportamento da taxa de transporte de elétrons (Jau) foi
similar entre os clones em ambos 0s tratamentos e o0s clones sensiveis apresentaram
menores valores nas duas condicdes (Figura 4F). Ao se comparar os clones dentro
dos tratamentos, verificou-se reducdes significativas nesse parametro em todos os
clones submetidos a restrigdo hidrica, exceto para o CNBO016.

Apés todo ciclo de estresse ao qual as plantas foram submetidas (SM e SS),
realizou-se a Rl das mesmas. Nesse sentido, as variaveis de trocas gasosas foram
avaliadas com o intuito de verificar a recuperacdo desses materiais. Assim, a
recuperagéo plena foi considerada em plantas previamente reidratadas cujos valores
de trocas gasosas retornassem a valores similares aos observados nas plantas
controles. Para todas as variaveis analisadas, (An), (gs), (Ci), (E), (gP) e (Jau) n&o foram
observadas interacao entre clones de teor de umidade de solo, embora tendéncias de

incrementos dessas variaveis em plantas Rl foram notadas (Figura 4).
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Figura 4 - Trocas gasosas em cinco clones de eucalipto submetidos a quatro condi¢ées de umidade do
solo [(plantas préximas a 100% capacidade de campo (CC-controle), plantas sob 70% da capacidade
de campo (SM-seca moderada), seca severa (SS) e recuperacdo (RI)]. Foram mensurados o0s
seguintes parametros: fotossintese (A), condutancia estomatica (B), concentragdo interna de CO:2 (C),
transpiracao (D), quenching fotoquimico (E) e taxa de transporte de elétréns (F). Letras mailsculas
denotam diferencgas significativa comparando os clones sob CC, letras minuUsculas denotam diferencas
significativas comparando os clones sob SM e RI, e asteriscos denotam diferencas significativas
comparando cada clone entre CC e estresse de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade (p<0,05). Valores representam média + EP (erro padrédo) de pelo menos 4 repeticdes
bioldgicas.

Os dados de trocas gasosas foram submetidos a andlise de componentes
principais (PCA), verificando-se que os dois primeiros componentes representam

87,4% da variancia total dos dados (Figura 5). As maiores varia¢cdes foram observadas
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ao longo do eixo X, PC1 (66,9%) e teve a gs sob seca e Ax de plantas reidratadas
como as variaveis que mais contribuiram para o PC1, enquanto a gs em plantas
reidratadas contribui para o PC2 (20,5%). Em funcdo da contribuicdo das variaveis,
foi observada a formacao de 3 grupos distintos. O primeiro grupo € formado pelos
clones em condic¢des controle (plantas proximas a CC- amarelo) sendo eles, VM01_C,
C0O1275 _C, 1144 C e CNB0O16_C. O grupo 2 (azul) € formado unicamente pelo clone
CO1445_C e oterceiro grupo (vermelho) € composto por clones tolerantes e sensiveis
cultivados em condi¢cbes de seca (VMO1l_S, CO1275_ S, CO1445 S, 1144 S e
CNBO016_S).

2 D
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Figura 5 - Andlise de componentes principais (PCA) baseado nos dados de trocas gasosas de clones
de eucalipto tolerantes (clones em azul) e clones sensiveis (clones em Vermelho) sob CC (C) e
estresse [((SM e RI) (S))]. De acordo com a contribuigdo das variaveis, foi observada a formacao de
3 grupos distintos. Grupo 1-amarelo (VM01_C, CO1275 _C, 1144 C e CNBO016_C); grupo 2- azul
(CO1445_C); e grupo 3- vermelho: (VM01_S, CO1275_S, CO1445_S, 1144_S e CNB016_S).

3.3- Termografia em plantas sob seca

De acordo com a escala de cores das imagens, nota-se que os clones VMO1 e
C01275 (clones tolerantes) e 1144 (clone sensivel) apresentaram superficies foliares
mais frias em comparacgéo aos demais clones sob SM (Figura 6). Por outro lado, os
clones CO1445 e CNBO016 apresentam, aparentemente, maiores dificuldades de
dissipacdo de energia na forma de calor e, portanto, apresentaram maiores

temperaturas foliares (Figura 6).
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Figura 6 - Temperatura foliar comparando clones sob SM (70% da CC) lado a lado. Clones tolerantes
(VMO1, CO1275 e CO1445) e clones sensiveis (1144 e CNB016).

3.4- Impactos metabdlicos em clones de eucalipto sob seca e recuperacao

A SM e SS néo alteraram razéo entre clorofila a/b. A manutengéo dessa razao
foi também evidenciada durante a recuperacao (Figura 7A). O contetudo de clorofila
total foi maior em todos os clones submetidos a SS, exceto no clone VMO01, quando
comparados as CC. Cumpre registrar, também, que sob SS, os clones CO1275, 1144
e CNBO16 apresentaram maiores conteudos totais de clorofila (Figura 7B).

Os teores de proteinas aumentaram em todos os clones sob SM, ndo foram
diferentes sob SS e aumentaram apos a RI, em comparagéo as CC (Figura 7C). Sob
SM e SS, os clones VMOL e 1144 apresentaram reducdes nos teores de proteinas, em
relacdo aos demais clones, na mesma condicdo. Cabe mencionar que apés a Rl, o
clone VMOL1, apresentou incrementos nos teores de proteinas, superando os demais
clones. Em clones submetidos a SS aumentos significativos dos aminoacidos soluveis
totais foram observados. A mesma tendéncia de incremento desse composto foi
notada também em clones submetidos a SM e apés RI (Figura 7D).
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Figura 7- Teores de compostos organicos e de clorofilas em folhas em cinco clones de eucalipto
submetidos a quatro condi¢des de umidade do solo [(plantas préximas a 100% capacidade de campo
(CC-controle), plantas sob 70% da capacidade de campo (SM-seca moderada), seca severa (SS) e
recuperacao (RI)]. Foram mensurados os seguintes parametros: razao clorofila a/b (A), contetdo
total de clorofila (a+b) (B), proteinas solUveis totais (C) e aminoacidos totais (D). Letras mailsculas
denotam diferengas significativa comparando os clones sob CC, letras mindsculas denotam
diferencas significativas comparando os clones sob SM, SS e RI, e asteriscos denotam diferencas
significativas comparando cada clone entre CC e estresse de acordo com o Teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade (p<0,05). Valores representam média + EP (erro padrdo) de pelo menos 3
repeticdes bioldgicas.

Em relacdo aos acucares solluveis, observa-se que os teores de glicose e
frutose foram reduzidos em todos os clones submetidos a SM, exceto no clone 1144.
Em resposta a SS e apos a Rl ndo se observaram diferencas entre plantas sob
diferentes teores de umidade do solo (Figura 8A-B). Nao foram observadas diferencas
estatisticas nos teores de sacarose entre plantas CC, SM e SS; no entanto, hd uma
enorme tendéncia a incrementos desse aclUcar em plantas submetidas ao estresse
(Figura 8C). Em relacdo aos teores de amido, ndo foram observadas alteragbes em

nenhum ponto de estresse (Figura 8D).
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Figura 8 - Teores de agucares e amido em folhas de cinco clones de eucalipto submetidos a quatro
condi¢des de umidade do solo [(plantas proximas a 100% capacidade de campo (CC-controle), plantas
sob 70% da capacidade de campo (SM-seca moderada), seca severa (SS) e recuperacédo (RI)]. Foram
mensurados 0s seguintes parametros: glicose (A), frutose (B), sacarose (C) e amido (D). Letras
mailsculas denotam diferencas significativa comparando os clones sob CC, letras mindsculas denotam
diferencas significativas comparando os clones sob SM, SS e RI e asteriscos denotam diferencas
significativas comparando cada clone entre CC e estresse de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade (p<0,05). Valores representam média + EP (erro padréo) de pelo menos 3 repetices
biolégicas.

Assim como ocorreu para os demais parametros, os dados de variaveis
metabdlicas também foram submetidos a PCA, onde verificou-se que os dois
primeiros componentes representam 70,2% da variancia total dos dados (Figura 9).
As maiores variacdes foram observadas ao longo do eixo X (PC1, 53,4%) e teve a
sacarose, sob seca severa, e clorofila total, durante recuperacdo, como as variaveis
gue mais contribuiram para o PC1; em adicdo, a glicose em plantas sob seca severa
contribui para o PC2 (16,8%). Em fung&o da contribui¢cdo das variaveis, foi observada
a formacéo de 4 grupos distintos. De modo interessante, o primeiro grupo (amarelo) €
formado por clones tolerantes em condi¢des controle (CO1275 C e C0O1445 C), o
segundo (cinza) pelos demais clones também na condicéo controle (VMO01_C, 1144 C

e CNB016_C). Os demais grupos foram formados por plantas em condi¢Ges de seca,
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sendo o terceiro grupo (verde) composto pelos clones tolerantes (VMO1_S,

C0O1275_S e CO1445_S) enquanto que o quarto grupo (laranja) é formado por clones

sensiveis (1144_S e CNB016_S).
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Figura 9 - Andlise de componentes principais (PCA) baseado nos dados metabdlicos de clones de
eucalipto tolerantes (clones em azul) e clones sensiveis (clones em vermelho) sob CC (C) e estresse
[((SM, SS e RI) (S))]. De acordo com a contribui¢éo das variaveis, foi observada a formacao de 4 grupos
distintos. Grupo 1-amarelo: (CO1275 _Ce C0O1445_C); Grupo 2- cinza: (VM01_C, 1144 _Ce CNB016_C);
Grupo 3-verde: (VM0O1_S, CO1275_S e CO1445_S); e Grupo 4-laranja: (1144 _S e CNB016_S).
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3.4- A deficiéncia hidrica moderada promove alteracées morfoanatémicas

A densidade estomatica foi alterada em plantas sob SM. O numero de
estdmatos foi maior nos clones VMO1 e 1144 sob SM em comparagdo a CC, (Tabela
1). Os clones considerados tolerantes sédo anfiestomaticos (estbmatos nas duas
faces), ao passo que os clones sensiveis sdo hipoestomaticos (estbmatos somente

na face inferior-abaxial).

Tabela 1- Densidade estomatica de cinco clones de eucalipto submetidos a duas condicdes de
mnidade do solo [(plantas proximas a 100% da capacidade de campo (CC-controle) e plantas mantidas
70% da capacidade de campo (SM-seca moderada)]. Letras mailsculas denotam diferencas
gnificativa comparando os clones sob CC, letras minusculas denotam diferengas significativas
ymparando os clones sob SM e asteriscos denotam diferencas significativas comparando cada clone
itre CC e SM de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05). Valores
presentam média + EP (erro padrédo) de pelo menos 4 repeti¢des bioldgicas.

Densidade estomatica (n° estémato'ﬁm

Face abaxial Face adaxial Fase abaxial e adaxial

VMOL Controle 451,31+12,778B 123,91+ 8,38 B 575,22+ 18,63 B
Seca 702,72+ 2391 b * 219,69+ 13,76 * 922,41+ 35,66 a *

Controle 522,92+ 30,44 A 201,78+ 2,93 A 724,70+ 32,57 A

co1zrs Seca 494,52+ 20,10 d 201,35+ 9,84 695,86+ 28,54 ¢

CO1445 Controle 410,67+ 14,72 B 235,59+ 13,57 A 646,27+ 24,42 A

Seca 455,48+ 52,96 d 220,26+ 18,98 675,74+ 53,88 ¢

1144 Controle 568,76+ 27,51A ND 568,76+ 27,51 B
Seca 815,49+ 40,82 a * ND 815,49+ 40,82 b *

Controle 560,68+ 18,32 A +18,

A espessura dos tecidos foliares, mensurada, pela espessura da epiderme
superior, inferior, mesofilo e total, foi alterada em plantas sob SM (Tabela 2). Tanto a
epiderme superior quanto a inferior foram menores nos clones VMO01 e CO1445 sob
SM em comparacdo ao observado na CC. Ao se comparar clones sob SM, nota-se
que o clone CNBO016 apresentou maior espessura da epiderme superior enquanto
alteracdes na espessura da epiderme inferior ndo foram observadas. A espessura do
mesofilo foliar (parte interna das folhas) e espessura total foi menor no clone C0O1445

e maior no clone CNBO16 sob SM em comparacao a CC.
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Tabela 2- Espessura dos tecidos em cinco clones de eucalipto submetidos a duas condicdes de
umidade do solo [(plantas préximas a 100% da capacidade de campo (CC-controle) e plantas
mantidas a 70% da capacidade de campo (SM-seca moderada). Letras mailsculas denotam
diferencgas significativa comparando os clones sob CC e letras minUsculas denotam diferengas
significativas comparando os clones sob SM, e asteriscos denotam diferengas significativas
comparando cada clone entre CC e SM de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
(p<0,05). Valores representam média + EP (erro padréo) de pelo menos 4 repeticdes biolégicas.

Espessura dos tecidgsn()
Epiderme superior Epiderme inferior  Mesofilo Total
VMOL Controle 13,56+ 1,32 11,86+ 0,66 A 192,61+ 11,55C 216,55+ 12,27 C
Seca 10,72+ 0,34 b * 9,84+ 0,29 * 199,35+ 6,57 218,80+ 6,65
Controle 10,96% 0,41 9,55+ 0,27 B 185,92+ 9,59 C 205,23+ 9,66 C
COL275  geca  9,82+1,09b  889:1,18  208,68£10,39 227,09+ 11,58
COL445 Controle 12,13+ 0,24 12,07+0,62 A 263,61+3,73A  286,28£3,54 A
Seca 9,12+ 0,30 b * 9,48+ 0,27 * 219,68+ 13,60 * 237,19+ 13,53 *
1144 Controle 12,68+0,48 10,57+ 0,37 B 224,94+ 9,50 B 247,50+ 9,38 B
Seca 11,10+ 0,93 b 9,58+ 0,61 212,88+ 7,73 232,95+ 8,42
Controle 12,36+0,43 9,61+ 0,30 B 193,91+ 4,97 C 214,64+ 4,60 C
CNBO16 Seca  13,06+£0,34 a 10,24+ 0,30 224,36+ 10,44 * 246,28+ 11,34 *

Sob condi¢gbes de SM, a AFE foi reduzida apenas no clone VM01 em relagéao

ao CC (Figura 10A). Ao comparar todos os clones submetidos a SM, nota-se que 0s

clones tolerantes (VMO01, CO1275 e CO1445) apresentaram menor AFE em relacao

aos clones sensiveis (1144 e CNB016). A porcentagem de espaco intercelular foi

reduzida nos clones VM01, CO1445 e 1144 em plantas submetidas & SM em

comparacao a CC (Figura 10B). Sob condi¢des de SM, menor porcentagem de espaco

intercelular foi observada nos clones VM01, CO1275 e CO1445 em comparacao aos

demais clones (clones sensiveis).

Ao se avaliar a anatomia do peciolo verifica-se que o nimero de vasos do

xilema foi maior somente no clone CO1275 sob SM em comparacdo a CC (Figura

10C). Tanto o diametro quanto a area de vasos do xilema foram reduzidos nos clones

VMO1 e CO1445 em plantas submetidas a SM, quando comparadas as CC.
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Figura 10 - Parametros morfolégicos e anatdmicos de folhas e peciolo em cinco clones de eucalipto
submetidos a duas condi¢Bes de umidade do solo [(plantas proximas a 100% da capacidade de campo
- 100% (CC) e plantas mantidas préximas a 70% da capacidade de campo (SM-seca moderada)]. Foram
mensurados: area foliar especifica (A), porcentagem de espaco intercelular (B), n® de vasos do xilema
(C), diametro médio de vasos do xilema (D) e area média de vasos do xilema (E). Letras mailsculas
denotam diferencgas significativa comparando os clones sob CC, letras minusculas denotam diferengas
significativas comparando os clones sob SM e asteriscos denotam diferengas significativas comparando
cada clone entre CC e SM de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05).
Valores representam média + EP (erro padrao) de pelo menos 4 repeti¢cdes bioldgicas.

Andlise de PCA também foi aplicada nos dados de variaveis morfoanatémicas,
onde verificou-se que os dois primeiros componentes representam 71,1% da variancia
total desses dados (Figura 11). As maiores variagdes foram observadas ao longo do
eixo X (PC1, 41,8%) e a espessura da epiderme inferior e porcentagem de espaco
intercelular foram as variaveis que mais contribuiram para o PC1, enquanto que a
espessura interna do mesofilo em seca moderada (70% da CC) contribui para o PC2

(16,8%). Em funcdo da contribuicdo das varidveis, foi observada a formacéo de 7
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grupos bem distintos. Grupo 1- amarelo escuro (CO1445 S); grupo 2-verde
(VMO1_S); grupo 3-cinza (1144 _S); grupo 4- laranja: (CO1275 _Ce CO1275_S); grupo
5- verde claro (VMO01_C); grupo 6- amarelo claro (CNB016_C e CNB016_S); e grupo
7- azul (11144_C e CO1445 Q).
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Figura 11 - Analise de componentes principais (PCA) baseado nos dados morfoanatémicos de clones
de eucalipto tolerantes (clones em azul) e clones sensiveis (clones em Vermelho) sob CC (C) e SM
(S). De acordo com a contribuicdo das variaveis, foi observada a formacédo de 7 grupos bem distintos,
sendo eles: Grupo 1-amarelo escuro (CO1445_S); Grupo 2-verde (VMO1_S); Grupo 3- cinza (1144 _S);
Grupo 4-laranja (CO1275 _C e C0O1275_S); Grupo 5-verde claro (VMO01_C); Grupo 6-amarelo claro
(CNB016_C e CNB016_S); e Grupo 7-azul (11144 C e CO1445 C).

3.5- Avaliacao nutricional de plantas sob déficit hidrico
3.5.1- Teor nutricional de folhas submetidasa  SM

Em folhas dos clones submetidos a SM, os teores de calcio, magnésio, cobre
e zinco foram alterados em comparacéo as CC (Tabela 3). Assim, os teores de calcio
aumentaram nos clones VM01 e CNB016 ao passo que os teores de magnésio foram
maiores nos clones VMO01, CO1275 e 1144; os teores de cobre apresentaram
incrementos nos clones 1144 e CNBO16 e, por fim, os teores de zinco foram elevados
nos clones C0O1445, 1144 e CNBO16.
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Tabela 3- Teor nutricional foliar de folhas de cinco clones de eucalipto submetidos a duas condi¢ces de
umidade do solo [(plantas proximas a 100% da capacidade de campo (CC-controle) e plantas mantidas
proximas a 70% da capacidade de campo (SM-seca moderada)]. Letras mailsculas denotam diferencas
significativa comparando os clones sob CC, letras minUsculas denotam diferengas significativas
comparando os clones sob SM e asteriscos denotam diferencas significativas comparando cada clone
entre CC e SM de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05). Valores representam
média + EP (erro padrdo) de pelo menos 4 repeti¢cdes biologicas.

Seca moderada (70 % da CC)

Folhas
Teor de Teor de Teor de Teor de Teor de
Ca(gKg) Mg(gKg) K(gKg) Cu(mgKg) 2zn(mgKg)
UM Controle 6,47+0,36 A 1.01+0.04 A 10,69+0,57 34,86+3,00 412,83+ 30,70 B
Seca g 46+0,58 a* 0.76 +0.02* 13,65:0,50 27,53+2,45 409,11+ 21,65

C01275Controle 5,63+t0,64 A 0.70+0.05C 9,88+0,86 36,19+6,19 323,73+36,50B
Seca 6,36x0,56b 0.71+0.05 11,21+1,39 29,76+2,79 367,60+ 33,88
Controle
CO1445 6,69+ 0,33 A 0.65+0.02C 7,71+0,37 30,77+ 3,21 633,01+47,30 A

Seca 581+056b 0.70+0.04 10,92+1,11

26,52+ 0,80 409,50+ 24,40 *
g CONMOI® 5291028 A 094+007A 11,01+066 34,35:2,02 32681+ 47,86 B
Seca  6,32+061b 0.78+0.03* 1328+1,8]1 4831+813 471,91+67,10 *
cnpote OnOle 3.82£012B 0.81+0.058 944056 22,76x1,71 225843711 B
S€ca  541+048b* 0.67+0.03* 16,32+1,14 40,51+2,45 520,76+ 4577 *

3.5.2- Teor nutricional de folhas, ramos e raizes apoés reidratacao ( RI)

A RI dos clones previamente submetidos a SM e SS promoveu alteracdes
dos teores nutricionais em folhas, ramos e raiz (Tabela 4). Assim, observa-se que em
folhas dos clones VMO1 e 1144, os teores de calcio incrementaram, enquanto
reducBes foram observadas em plantas do clone CO1275 RI quando comparadas as
CC. O teor de magnésio foi reduzido em ramos de todos os clones avaliados apos a
RI, excetuando-se o clone CNB016. Em todos os clones reidratados os teores de
potassio foram incrementados tanto em folhas quanto em ramos. Foram observados
incrementos nos teores de cobre em folhas de todos os clones RI comparados as CC.
Ndo foram observadas diferencas nos teores de zinco em nenhum dos 6rgaos

avaliados.



67

Tabela 4- Teor nutricional em folhas em cinco clones de eucalipto submetidos a quatro condices de
umidade do solo [(plantas préximas a 100% da capacidade de campo (CC-controle), ((plantas mantidas
a 70% da capacidade de campo (SM-seca moderada), seca severa (SS) e recuperacao (RI))]. Letras
mailsculas denotam diferencgas significativa comparando os clones sob CC, letras mindsculas denotam
diferencas significativas comparando os clones sob RI e asteriscos denotam diferencas significativas
comparando cada clone entre CC e RI de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
(p<0,05). Valores representam média + EP (erro padréo) de pelo menos 4 repetices bioldgicas.

Reidratacao(RI)
FOLHAS Teor de_1 Teor de_l Teor dfa Teor de Su Teor de_
Ca(gkg) Mg@Kg) K(gKg) (mgKg)  zZn(mgKg’)
Controle 6,78+051 A 126+0,07  9,20£021  2352+143  502,98+41,91
VMOl goca 8,05+046a* 077+003  26,78:0,75a* 5853t379 644,37+ 27,00
Controle 5,75£0,87 A 1,09+0,10  7,66£0,22  33,27+546 268,70+ 26,07
COL2T5  ooca 3.93+080b* 059£007 1508240 d* 54.16+ 16,07 446,01+ 74,36
CO1445 Controle 4,79+0,28 B 0,78+ 0,05 5,84+ 0,0,44 27,22+ 5,60 357,08+ 11,67
Seca 5,36+052b  0,52+0,05  18,76£2,17 c* 46,98+523 473,92+ 43,08
Controle 5,24+0,30B  1,17#0,05  879+0,10  30,35:+3,08  322,37+29,53
ad Seca 9,30+051a* 0,88+0,07  23,73+0,78 b* 83,97+ 12,03 581,36+ 48,08
cnpoge COMole 409:021B 0958009 7774032  1888£103  200,74+9,19
Seca 522+023b 0,68+0,07 51,92+ 503 463,58+ 43,39
RAMOS Teor d(?1 Teor de_ Teor di Teor de _Ci?u Teor de_
cagKg)  Mg(gKg) K(gKg’) (mgKg’)  Zn(mgKg)
Controle 7.42+0.45 047 +0.01A 627+0,40  33,16£2,16 538,91+ 39,86 A
VMO1 Seca 9.40+0.84b 0.26 +0.00 b* 12,70+ 0,55 a* 42,90+2,64b 600,07+ 44,75 a
Controle 8.89+1.17  040+0.03B 6,24+0,78  2500+2,34  305383+38,63C
COI1275 seca 9.00+091b 0.19+001c* 8,35+045c* 34,02+259b 397,85t 26,54 b
Controle 7.22+051  0.39 +0.02B 589+0,61  34,09+3,69 433,86+ 30,44 B
COLAS Seca 928+068b 019+002c* 9354120 c* 49.55:4.86a 474,105 47,87 b
ias  Controle 10.27+119 052 +0.03A 750062  31,48:194  359,15¢30,38 C
Seca 15.12+156a 0.35+0.03a* 10,47+ 0,57 b* 50,66+2,41a 545,68+57,73 a
Controle 6.73+0.45  0.40 +0.02B 6,21£0,43  27,93t192 406,91+ 38,53 B
CNBOI®  Seca 10.8841.17b 034+00la 11,16+044b* 3867+314b 594,12+ 3584 a
RAIZ Teor de_1 Teor de_ Teor d_e Teor de_Cu Teor de_l
Ca(gkKg) Mg(@gKg) K(gKg) (mg Kg) Zn (mg Kg')
Controle 3.20+0.15  0.34+0.02 255:0,20  40,18+3,41 665,61+ 46,25
VMOl seca 507+028  035+002 343+023B 71,76+6,90 134167+ 177,50
colp7s COMole 453+0.45  056+0.08  3,14+018  4229:355 606,37+ 72,37
Seca 6.15+021  049+0.05 6,15+0,70 A 73,60+6,74 769,68+ 99,48
Controle 3.31+0.24  0.26+0.04  3,66+0,35  36,34+2,10 371,55 46,97
COLAS  Seca 552:024 0774022 509:093A 6543+258 716,35 37,63
a4  Controle 354:024  051:0.06 285:020B 6381+641  819,18:119,86
Seca 6.42:079  046+005 4,29+094  64,91+622 840,29+ 75,56
CNBO016 Controle 3.55+0.20 0.53+0.05 3,50+ 0,11 A 46,39+ 3,80 893,93+ 79,40
Seca 4.90+021  0.88+0.11 535:025  111,01+16,14 202520+ 349,00
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Foi possivel verificar, mediante PCA das variaveis nutricionais, que os dois
primeiros componentes representam 64,8% da variancia total dos dados (Figura 12).
As maiores variacdes foram observadas ao longo do eixo X, PC1 (43,0%) e os teores
de cobre e zinco em folhas apds a recuperacdo foram os que mais contribuiram para
o PC1, enquanto que o teor de magnésio na raiz apos a recuperacao contribui para o
PC2 (21,8%). Baseado na contribuicdo das variaveis, a formacao de seis grupos bem
distintos foi observada. Grupo 1- verde claro (CO1445 C e VMO01_C); grupo 2- azul
(VMOL1_S e 1144 S); grupo 3- amarelo claro (1144 _C e C0O1275_C); grupo 4- cinza
(CO1445 S e CO1275_S); grupo 5- verde escuro (CNB016 C); e grupo 6- amarelo
escuro (CNB0O16_S).
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Figura 12 - Analise de componentes principais (PCA) baseado nos dados nutricionais de clones
de eucalipto tolerantes (clones em azul) e clones sensiveis (clones em vermelho) sob CC (C) e
estresse [((SM e RI) (S))]. De acordo com a contribuigdo das variaveis, foi observada a formagéao
de 6 grupos bem distintos, sendo eles: Grupo 1- verde claro: (CO1445_C e VM01_C); Grupo 2-
azul: (VM01_S e 1144_S); Grupo 3- amarelo claro: (1144 _C e CO1275_C); Grupo 4-cinza:
(CO1445 S e C0O1275_S); Grupo 5-verde escuro (CNB0O16_C); e Grupo 6- amarelo escuro
(CNBO016_S).

Considerando todas as variaveis obtidas neste trabalho, 65 delas foram
utilizadas para uma PCA global, onde verificou-se que os dois primeiros componentes
representam 69,4% da variancia total dos dados (Figura 13). As maiores variacdes
foram observadas ao longo do eixo X (PC1, 50,8%) e, a gs e E sob SM e clorofilas
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totais apos a Rl foram as variaveis que mais contribuiram para o PC1, enquanto que
0 conteudo de amido sob SM e a densidade estoméatica da face adaxial contribuiram
para o PC2 (18,6%). De acordo com a contribuicdo individual dessas variaveis, foi
observada a formacdo de 4 grupos baseados nos niveis de tolerancia (clones
tolerantes e sensiveis) e na presenca e auséncia de estresse, sendo eles: grupo 1
(azul) formado por clones tolerantes sob condi¢cdes controle (VM01_C, CO1275 C e
C0O1445_C), grupo 2 (laranja) formado por clones sensiveis sob condi¢des controle
(1144 _C e CNBO16_C), grupo 3 (amarelo) composto por clones tolerantes sob
estresse (VM01_S, CO1275 S e C0O1445 S) e grupo 4 (verde) formado por clones
sensiveis sob estresse (1144 S e CNB016_S).
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Figura 13 - Andlise de componentes principais (PCA) baseado em 65 variaveis avaliadas de clones de
eucalipto tolerantes (clones em azul) e clones sensiveis (clones em vermelho) sob CC (C) e estresse
[((SM, SS e RI) (S))]. De acordo com a contribuicdo das variaveis, foi observada a formacéo de 4
grupos de acordo com os niveis de tolerancia. Grupo 1-azul: VM01_C, CO1275 C e C01445 C;
Grupo 2-laranja: 1144 _C, e CNB016_C; Grupo 3-amarelo: VM01_S, CO1275 S e C0O1445_S; e Grupo
4-verde: 1144 _S e CNBO16_S.

4- DISCUSSAO

Embora a altura e didmetro final ndo apresentem diferencas entre plantas
cultivadas sob CC e com limitada disponibilidade hidrica, nota-se que, sob estresse,
0s clones CO1275 e CO1445 apresentam maior altura em relagéo aos demais clones

(Figura 1A-B). Por outro lado, a biomassa dos diferentes 6rgéos apresentou reducdes



70

em todos os clones sem um padrédo definido no que se refere a tolerancia dos clones
avaliados. ReducbGes em biomassa foram também observadas em clones de E.
camaldulensis submetidos a deficiéncia hidrica (Utkhao & Yingjajaval, 2015). E
plausivel sugerir que, em fungéo da imposi¢cao de uma seca severa, todos 0s materiais
ora utilizados tenham sofrido muito ao final da mesma; entretanto, com a retomada da
irrigacdo maior investimento em biomassa, principalmente foliar pode possibilitar um
maior crescimento desses materiais.

Um controle estomatico preciso € necessario para que as plantas possam lidar
com situacbes de limitacdo hidrica (Ruiz et al., 2015). Neste trabalho, as trocas
gasosas em clones de eucalipto cultivados sob deficiéncia hidrica foram
significativamente afetadas (Figura 4). Reducdes em gs e E em todos os clones sob
SM, decréscimos em Ci nos clones VM01, CO1275, CO1445 e 1144 e tendéncia a
redugcdo em An foram observados, sugerindo a ocorréncia de possiveis limitacdes
difusivas em resposta a limitacdo hidrica. Resultados semelhantes foram obtidos em
E. globulus (Correia et al., 2018) e trés espécies de angiospermas quando cultivadas
sob seca (Creek et al., 2018). Registre-se, que, o clone CNB0O16 sob seca apresentou
valores de Ci semelhantes aos observados em plantas controle indicando, além da
limitacéo difusiva, a ocorréncia de possiveis limitacdes bioquimicas nesse material.

Declinios na transpiracdo, usualmente observados em plantas sob déficit
hidrico, podem culminar em incrementos na temperatura foliar (Costa et al., 2013).
Assim, a temperatura das folhas foi avaliada utilizando-se uma camera com sensor
térmico por infravermelho, o que nos permitiu inferir sobre os processos de dissipacéo
de energia (Figura 6). Tendo em mente que a gs foi reduzida em todos os clones
avaliados em condicbes de seca e que superficies mais frias indicam melhor
dissipacéo energética, foi possivel notar que os clones tolerantes (VM01 e CO1275)
e o clone sensivel (1144) apresentaram uma maior capacidade de refrigeragéo foliar,
mantendo a superficie foliar mais com menores temperaturas mesmo quando sob SM.
Em consonancia, essas plantas apresentaram maiores taxas transpiratorias. De modo
similar, genotipos de lentilha (Lens culinaris) considerados tolerantes a seca
apresentaram temperatura do dossel mais fria quando comparados aqueles genoétipos
considerados sensiveis (Biju et al., 2018). Tais resultados, em conjunto com os dados

de trocas gasosas aqui descritos, indicam que a temperatura foliar, mensurada em
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cameras fotogréaficas acopladas a um sensor térmico por infravermelho, apresenta-se
como um adequado indicador da tolerancia a seca em clones de eucalipto.

A Rl das plantas permitiu a recuperacao das trocas gasosas que, apresentaram
ainda tendéncias de superioridade em relacdo as plantas que ndo passaram pelo
estresse (Figura 4). Coletivamente, tais resultados indicam que os clones de eucalipto
utilizados apresentam adequada plasticidade fenotipica. Por outro lado, clones de E.
globulus néo apresentaram recuperacdo das trocas gasosas mesmo apos 3 dias de
reidratacdo (Correia et al., 2018). Em adicdo, mesmo apo6s 10 dias de reirrigacao, a
An em E. pauciflora apresentou valores similares ao controle, ao passo que gs e E
mantiveram-se reduzidos (Martorell et al.,, 2013). ReducBes em Jsy em clones
submetidos a SM com posterior incrementos em plantas RIl, em comparac¢éo as CC,
foram também observados. Essa recuperacdo, alcancando valores similares aos
controles e tendéncia a incrementos em plantas reidratadas, indica que tais clones
apresentam alta eficiéncia na transferéncia de elétrons entre os fotossistemas,
refletindo em melhoras no desempenho fotossintético desses materiais. Destaca-se,
ainda, que, tendéncias de aumento em An podem estar relacionadas, a0 menos
parcialmente, ao aumento dos drenos com a retomada do crescimento, devido a maior
demanda por fotoassimilados, refletindo em aumentos em An.

AlteracGes metabdlicas em plantas submetidas a diferentes teores de umidade
do solo (SM e SS) e RI foram também evidenciados em nosso trabalho. Neste
contexto, os teores de aminoacidos aumentaram em plantas submetidas a SS, sem
alteracdo nos teores de proteinas, ao passo que, sob SM e RI, os aminoacidos nao
diferiram em relacdo aos teores observados em CC. Entretanto, os teores de proteinas
apresentaram incrementos nessas duas condicbes (SM e RI) (Figura 7). Elevados
teores de aminoacidos acompanhados por incrementos de proteinas parecem indicar
ajustes na osmoprotecdo sem a degradacgdo de proteinas para sustentar a sintese de
aminoacidos (Medeiros, et al.,, 2013), entretanto, aminoacidos como de cadeia
ramificada, podem auxiliar na toleréncia a seca como observado em Arabidopsis
thaliana (Pires et al., 2016). Dessa forma, a manutengdo e mesmo aumentos nos
teores de aminoacidos e proteinas, como aqui observados, podem ter, em ultima
instancia, uma funcdo osmoprotetora em resposta a seca.

Incrementos em sacarose em plantas submetidas a SM, como notados aqui

(Figura 8), favorecem, ao menos parcialmente, o crescimento da planta apds a
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remocao do estresse (Merchant et al., 2006). Neste contexto, aumentos nos teores de
acucares (glicose, frutose e sacarose) notadas em SM e SS, com posterior
recuperacdo apoés a RI, podem estar associadas a uma estratégia mais protetora no
gue respeita ao potencial de recuperagao do crescimento em clones de eucalipto.
Adequado controle estomatico pode ser inferido através da densidade
estomatica, com vistas a evitar perdas excessivas de agua, particularmente em
resposta a condicdes de estresse (Tabela 1). Clones tolerantes (VM01, CO1275 e
C0O1445) apresentaram estdmatos nas duas faces (anfiestomaticos), caracteristica
essa que esta potencialmente associada a maior difusdo de CO2 (Mott et al., 1982) e
confere vantagens em ambientes com limitacdo hidrica. Em conjunto com a densidade
estomatica, modificacbes na AFE, espessura dos tecidos e espacos intercelulares,
como observados em clones cultivados sob seca moderada, parecem ser um
importante mecanismo em eucaliptos para lidar com o déficit hidrico. Redu¢des na
AFE evidenciadas em clones ditos tolerantes sob seca estdo, aparentemente,
associadas a espessura e adensamento dos tecidos foliares (Figura 10). Alteracdes
mais visiveis foram notadas nos clones tolerantes destacando-se VM01 e CO1445. O
clone C0O1445 sofreu reducbes na espessura das epidermes superior e inferior,
espessura do mesofilo e total (Tabela 2), associadas a reducdes do espaco
intercelular indicando a presenca de células menores, porém em maior numero.
Reducdo na espessura foliar associadas, em larga escala, a reducdo de espacos
intercelulares foi também notada em hibridos de Trandescantia, estratégia essa que
pode, todavia, comprometer a difusdo de gases no tecido (Alves et al., 2001). De modo
oposto, no clone CNBO16 observaram-se aumentos na espessura do mesofilo e
espessura total acoplados a maior porcentagem de espaco intercelular, que podem
indicar a presenca de folhas mais espessas, porém com pouca massa. Tais aspectos
morfoanatdmicos, associados a seguranca hidraulica da planta, s&o, portanto,
essenciais que para plantas sejam capazes de tolerar a limitagdo hidrica. Neste
contexto, o investimento em maior numero de vasos, poréem de menor calibre,
reduzem riscos de entrada de ar no xilema (Bauerle et al., 2011). Com efeito, os clones
VMO1 e CO1445, que apresentaram reducdes tanto no diametro quanto na area dos
vasos do xilema, encontram-se, em consonancia com a escala de tolerancia definida
pelas empresas do ramo florestal, como realmente mais tolerantes a limitada

disponibilidade hidrica.
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A importancia do Ca, no que respeita os efeitos nutricionais observados em

plantas sob seca, foi também demonstrada aqui (Tabelas 3 e 4). Salienta-se que esse

elemento exerce funcéo estrutural em vegetais, atuando na sintese de parede celular

(Nutricdo de plantas, 2004). Em adigéo, diversos estudos relatam que o Ca pode

reduzir, e até mesmo retardar, os impactos oxidativos decorrentes da limitacdo hidrica
(Ahanger et al., 2016). Sob SM, clones como VMO0l e CNBO16 apresentaram

incrementos de Ca o que pode estar contribuindo, ao menos em parte, para a maior

tolerancia desses materiais. Cabe mencionar também que o magnésio, importante

constituinte da clorofila e ativador de inUmeras enzimas (Nutricdo de Plantas, 2004),

foi maior nos clones VMOL e 1144 indicando que este elemento possa também auxiliar

na An corroborando com os dados de trocas gasosas.

5- CONCLUSOES

A seca prolongada desencadeia mecanismos associados com a tolerancia a seca
como observado pela plasticidade fenotipica de materiais genéticos como o clone
VMO1;

Bioindicadores previamente selecionados no capitulo | demonstram seu grande
potencial para utilizagcdo em condi¢des de campo;

A anatomia foliar, termografia e densidade estomética permitiram distinguir, de
modo adequado, materiais genéticos tolerantes e sensiveis;

A analise de componentes principais (PCA) global permitiu a separacao inequivoca
dos clones tolerantes e sensiveis sob condi¢cdes controle e de estresse;

Trabalhos em campo permitirdo avaliar ndo s6é o desempenho de plantas de
eucalipto cultivados em locais com baixa disponibilidade hidrica, como também
possibilitara a verificagdo de ajustes decorrentes do potencial genético aliado as

condi¢bes ambientais.
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CAPITULO IlI

MECANISMOS DE TOLERANCIA A SECA DE PROGENIES EM CAMPO

1- INTRODUCAO

Devido a crescente demanda por produtos florestais varios, a expansdo das
plantac6es no Brasil com eucalipto, &rvore de rapido crescimento e com alto potencial
de sequestro de carbono, tem sido direcionada para areas onde ha restricdes de agua
e nutrientes, levando a reducdes significativas na produtividade ou alta mortalidade
de arvores. De modo particular, os impactos da deficiéncia hidrica em plantios
florestais tém sido intensamente investigados, principalmente, no que se refere ao
desempenho adequado de plantas de eucalipto cultivadas sob condicbes adversas.
Neste contexto, os impactos da limitacdo hidrica sdo, usualmente, focados em
respostas associadas as aclimatacoes fisioldégicas ou morfolégicas embora pouco, ou
nada, se sabe acerca da interacdo entre esses fatores (Susiluoto & Berninger, 2007).

Cabe mencionar que a grande maioria dos estudos buscando compreender as
respostas vegetais a seca sao realizados em plantas jovens e submetidas ao estresse
de curto prazo, o que, provavelmente, nao reflete a realidade observada em campo,
usualmente caracterizada por secas prolongadas e recorrentes (Pritzkow, et al.,
2020). Ao se avaliar, ao longo dos anos, a plasticidade em eucalipto, estes mesmos
autores observaram que mudancas morfolégicas estariam mais associadas as secas
mais severas, ao passo que caracteristicas fisiologicas puderam ser observadas sob
seca moderada. Registre-se que a aclimatacdo de plantas a um determinado
ambiente €, usualmente, bastante complexa e envolve interagbes entre potencial
genético x ambiente (Amrutha, et al., 2021).

Os desafios para a compreensdo dos mecanismos de tolerancia a seca sao
varios e, assim, algumas estratégias utilizadas pelas plantas para lidar com a limitacéo
hidrica sdo, frequentemente, observadas. Neste contexto, uma das primeiras
estratégias utilizadas pelas plantas sob condi¢des de seca é a reducéo da area foliar
promovendo, simultaneamente a reducéo da superficie transpiracional (Carignato et
al., 2019). Em paralelo, a area foliar especifica (relacao entre area e massa foliar) esta

BN

também relacionada a tolerancia a seca, uma vez que permite inferir sobre a
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distribuicdo da biomassa foliar indicando a espessura da folha (Carignato et al., 2019).
Com efeito, alteracfes na area foliar estdo usualmente relacionadas ao status hidrico
da planta. Neste contexto, redu¢cdes no potencial hidrico foliar sdo comumente
observadas em estacdes quentes (Pritzkow, et al., 2020), bem como regulacao das
trocas gasosas (Liberato et al., 2006). Adicionalmente, em mudas de M. guianensis
houve a manutencdo das trocas gasosas em niveis basais associada a reducao
significativa do potencial hidrico foliar em comparacao a plantas mantidas proximas a
100% da capacidade de campo (Liberato et al., 2006). Saliente-se, também, que para
o monitoramento do déficit hidrico o emprego de sensores termais, que permitem
inferir sobre a regulacdo estomatica e a dissipacdo de energia ( Blaya-Ros et al.,
2020), tem sido utilizado.

Espera-se que, em cenérios climéticos futuros, as regides de cultivo de
eucalipto venham a sofrer secas mais severas e frequentes. Assim, é de suma
importancia o desenvolvimento de formas de maximizar a eficiéncia do uso da agua e
a tolerancia a seca nessa espécie. Além das diversas ferramentas e da identificacéo
de mecanismos de tolerancia a seca, descritos acima, a busca por materiais genéticos
promissores a essa condicdo ambiental, seja por meio do manejo ou da criacdo de
novos germoplasmas sao necessarios para desenvolver genétipos tolerantes. Neste
contexto, cruzamentos genéticos podem adicionar novas caracteristicas aos
individuos provenientes deste processo, embora a complexidade das relacdes entre
tolerancia a seca e mecanismos morfofisiolégicos possa aumentar (Junior et al.,
2020). Com efeito, materiais genéticos compostos por pelo menos trés espécies sao,
aparentemente, mais adaptados e estaveis as variacbes ambientais onde foram
cultivados (Santos et al., 2013).

Na busca por materiais genéticos mais tolerantes a deficiéncia hidrica em
eucalipto, diversos cruzamentos foram realizados neste trabalho, a fim de verificar
guais espécies sdo promissoras do ponto de vista comercial (produtivos e tolerantes
a seca), bem como a identificacdo de biomarcadores de toleréncia a seca, como
previamente mencionados nos capitulos anteriores. Dentre as espécies utilizadas, E.
urophylla (enraizamento), E. grandis (crescimento), E. camaldulensis (tolerancia ao
déficit hidrico), bem como E. tereticornis, E. brassiana, E. longirostrata, E. pellita e E.
resinifera foram utilizadas (Santos et al., 2013). Cabe mencionar também que foram

realizados desde cruzamentos simples (envolvendo duas espécies) até cruzamentos
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mais complexos (envolvendo cinco espécies). Portanto, o objetivo deste trabalho foi
investigar e validar, em condi¢cbes de campo, bioindicadores de tolerancia a seca
previamente identificados em experimentos de casa de vegetacéo. Vale destacar que
a plasticidade dos materiais genéticos, ao longo das coletas periddicas, foi também
analisada.

2- MATERIAL E METODOS

Sementes oriundas dos cruzamentos listados na Tabela 1 foram implantadas
em uma fazenda da empresa MinasLigas, situada na regido de Buritizeiro-Minas
Gerais (17° 05’49” S e 44° 53’09” O), local de acentuada deficiéncia hidrica. Essa
regido se caracteriza por apresentar altitude de aproximadamente 570 m, solo Tipo 2
(textura média/argila 15-35%) e um historico pluviométrico bastante critico sendo que,
em 2015, a precipitacdo média foi em torno de 511,5 mm.

As coletas foram realizadas em setembro de 2019 (6 meses de plantio) e 2020
(18 meses de plantio), representando o final de todo o ciclo anual de seca,
possibilitando observar os contrastes entre as progénies sob limitada disponibilidade
hidrica. Em 2019, o total anual de precipitacdo foi de 495,00 mm (Fonte: Cia Ferroligas
Minas Gerais MinasLigas) e em 2020 foi de 1122,00 mm (Fonte: INMET). A
distribuicdo das chuvas ao longo do ano é mostrada na figura 1. As coletas foram

realizadas em setembro, apds o periodo de maior estiagem (vermelho).

300 A F 300

200 A F 200

L, il M

0

Precipitacdo mensal (mm) 2020

Figura 1- Precipitacdo mensal nos anos de 2019 (A) e 2020 (B). Meses destacados em vermelho
foram, em cada ano, os meses com menor precipitacdo, sendo as coletas realizadas ao final desse
periodo de seca (setembro).



Tabela 1: Lista de progénies e clones de eucalipto cultivados em campo. Nos cruzamentos
foram levados em consideracéo critérios como tolerancia a seca e produtividade.

GG2673 Testemunha (E. urophylla)
GG1923 Testemunha (E. urophylla)
VMO1 Testemunha (E. urophylla x E. camaldulensis)
AEC1528 Testemunha (E. grandis x E. urophylla)
1144 Testemunha (E. grandis x E. urophylla)
GG1980 Testemunha (E. urophylla)
GG918xGG918 E. camal dulensis x E. camaldulensis
GG918xVS62 E. camaldulensis x E. camaldulensis
GG682xCNB16 (E. urophylla x E. grandis) x E. urophylla HE
CNB16xCNB16 E. urophylla HE x E. urophylla HE
GG4383xAEC2197 ((E. grandis x E. brassiana) X E. pellita) X (E. urophylla x
(E. camaldulensis x E. grandis))
GG1883xGG2034 E. urophylla x E. grandis HE
GG3633xGG4302 E. camaldulensis x E. brassiana
GG2034xPEL E. grandis HE x E. pellita
GG682xBRA (E. urophylla x E. grandis) x (E. brassiana)
GG918xPEL E. camaldulensis x E. pellita
GG3389xTER E. urophylla HE x E. tereticornis
GG3633xPEL E. camaldulensis x E. pellita
AEC2034xLR830 (E. urophylla x (E. cama_ldulensis x E. grandis)) x (E.
longirostrata)
I3000xVM1 (E. camaldulensis) x (E. urophylla x E. camaldulensis)
13000xVS62 E. camaldulensis x E. camaldulensis
I3000XxRES E. camaldulensis x E. resinifera
VM7xVS2 E. urophylla HE x E. camaldulensis
VMAXTER E. urophylla HE x E. tereticornis
VM7xLON E. urophylla HE x E. longirostrata
VM1xCAM (E. urophylla x E. camaldulensis) x (E. camaldulensis)
VM1xVM4 (E. urophylla x E. camaldulensis) x (E. urophylla HE)
GG1883xAEC2034 (E. urophylla) x (E. urophyllg X (E. camaldulensis x E.
grandis))

2.1- Potencial hidrico foliar na antemanha e ao meio-dia

O potencial hidrico foliar (¥w) foi determinado com o auxilio de uma Bomba de

80

Scholander em folhas completamente expandidas (3° ou 4° par de folhas) do terco

médio da planta. Os contrastes observados durante a medicdo do meio-dia (plantas

com menor, intermediario e maior potencial hidrico foliar), foram avaliados no periodo

da antemanha (aproximadamente 06:00) para verificar o continuum solo-planta-

atmosfera.
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2.2- Avaliacdes termograficas

Com o intuito de visualizar os contrastes entre as progénies com diferentes
potenciais hidricos, bem como inferir sobre a temperatura foliar das plantas em
resposta ao déficit hidrico, folhas completamente expandidas (3° ou 4° par de folhas)
do terco médio da planta foram fotografadas com camera no infravermelho (FLIR
systems T360, Nashua, USA).

2.3- Determinacéao de variaveis morfoldgicas (area foliar especifica, area foliar,
comprimento e largura foliar)

Aproximadamente 15 folhas completamente expandidas do terco médio foram
coletadas e digitalizadas em scanner (hp ScanJet 200). Em seguida, as folhas foram
secas em estufa de circulacdo forcada de ar a 70 °C até atingir massa constante. A
area foliar especifica (AFE) foi determinada pela razédo entre a area foliar (cm?) e a
massa seca (g). As imagens digitalizadas foram mensuradas no Image-Pro Plus®
para obtencédo da area foliar (AF), comprimento (C) e largura foliar (L).

2.4- Comparacao entre duas metodologias para determinacéo de area foliar
especifica

A fim de facilitar o trabalho em campo, a metodologia de determinacéo da area
foliar especifica por meio da coleta de discos foliares foram comparadas ao método
da folha inteira. Sendo assim, foram coletados quinze discos foliares (A=1,0297 cm?)
de cinco folhas de cada planta, e levadas a estufa de circulacéo forcada de ar a 70 °C
até atingirem peso constante, aproximadamente 72 h. A AFE foi determinada segundo
(Hunt, 1982) empregando-se a seguinte formula: AFE (cm? gt) = (area foliar dos

discos (cm?) x n° de discos) / massa seca dos discos (g).

2.5- Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) (p< 0,05). As
meédias foram comparadas por meio do teste de Scott-Knott (p< 0,05). Para a
avaliagcéo das premissas de normalidade dos residuos aplicou-se o teste de Shapiro-

Wilk e as andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software R.
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3- RESULTADOS

3.1- Avaliacdes morfologicas aos 6 meses (Ano 2019)

Ao se avaliar caracteres morfologicos dos cruzamentos obtidos, uma ampla
gama de respostas foi observada. Para facilitar a visualizacdo dessas diferencas
observadas para AFE, AF, Comprimento, Largura e Yw, 0s resultados estédo
apresentados na forma de um mapa de cores (Tabela 2), com cores variando entre
azul (valores mais baixos) ao vermelho (valores mais altos). Assim, clones e progénies
como GG2673, GG1823, 1144, GG1880, GG682xCNB16, GG1883xGG2034,
GG3633xGG4302 e VM7XLON apresentaram maior AFE e menores Aarea,
comprimento e largura foliar (Tabela 2). De modo oposto, as progénies GG3633xPEL
e VM4AXTER apresentaram menor AFE e maiores area, comprimento e largura foliar.
Entretanto, os materiais genéticos VM1, AEC2034xLR830 e 13000xVM1 tiveram 0s
menores nos quatro parametros. Menores AFE, AF e largura e, maior comprimento
foliar foram observados nas progénies GG918xGG918, GG918xVS62, GG2034xPEL,
I3000xVS62, I3000XRES e VM1xVM4. Menores AFE e comprimento de folhas,
combinados com maiores AF e largura foram observados no clone AEC1528 e na
progénie CNB16xCNB16. As progénies GG4383xAEC2197 e GG918xPEL
apresentaram menor AFE e largura, ao passo que exibiram maiores AF e comprimento
foliar. Maiores AFE e comprimento, combinados a menores AF e largura foram
notados nas progénies GG682xBRA, VM7xVS2. Ja nas progénies GG3389xTER,
VM1xCAM foram observados valores elevados nas quatro variaveis. Por fim, maiores
AFE, AF e largura foliar, acompanhados por menor comprimento foram observados
apenas na progénie GG1883xAEC2034 (Tabela 2).

Os clones e progénies GG2673, GG1823, 1144, GG1880, GG918xGG9I18,
GG1883xGG2034, GG682xBRA, AEC2034xLR830, 13000xVM1, 13000xVS62,
VM7xVS2, VMAXTER, VM7XLON, GG1883xAEC2034 e VM1xCAM tiveram WYw menos
negativos (maior Ww), indicando manutencgéo do status hidrico (Tabela 2). O contréario
foi observado nos clones e progénies VM1, AEC1528, GG918xVS62, GG682xCNB16,
CNB16xCNB16, GG4383xAEC2197, GG3633xGG4302, GG2034xPEL, GG918xPEL,
GG3389xTER, GG3633xPEL, I13000xRES e VM1xVM4, ou seja, Yw mais negativo

(menor) (Tabela 2).
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Tabela 2: Comparacéo de caracteres morfolégicos e potencial hidrico de folhas de diferentes clones e
progénies, aos 6 meses, cultivados em campo com elevada restrigdo hidrica em Buritizeiro-MG. Foram
determinados Area foliar especifica (AFE, cm? g1), Area foliar (AF, cm?), Comprimento (C, cm), Largura
(L, cm) e potencial hidrico foliar ao meio-dia (Yw, MPa). Valores variam entre mais baixos (azuis) a mais
altos (vermelho). Letras mailsculas denotam diferengas significativas entre os clones de acordo com o
Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (P<0,05).

Cadigo
GG2673
GG1923

VMO1

AEC1528
1144
GG1980

GG918xGG918
GG918xVS62
GG682xCNB16

CNB16xCNB16

GG4383xAEC2197

GG1883xGG2034
GG3633xGG4302
GG2034xPEL
GG682xBRA
GG918xPEL
GG3389xTER
GG3633xPEL

AEC2034xLR830

13000xVM1

13000xVS62
I3000XxRES
VM7xVS2
VM4XTER

VM7XLON

VM1xCAM

VM1xVM4

GG1883xAEC2034

Cruzamentos/Progénies AFE
(E. urophylla) 130,76
(E. urophylla) 125,88
(E. urophylla x E. 12004
camaldulensis) '
(E. grandis x E. urophylla) 111,72
(E. grandis x E. urophylla) 124,07
(E. urophylla) 130,87
(E. camaldulensis) x (E. A6
camaldulensis) '
(E. camaldulen5|§) x (E. 120,87
camaldulensis)
(E. urophylla x E. grandis) x (E.
urophylla HE) A
(E. urophylla HE) x (E. 112,91

urophylla HE)
((E. grandis x E. brassiana) x E.
pellita) x (E. urophylla x (E. 114,42
camaldulensis x E, grandis))
(E. urophylla) x (E. grandis HE) ' 128,11
(E. camaldulensis) x (E.
brassiana)
(E. grandis HE) x (E. pellita) 112,05

(E. urophylla x E. grandis) x (E.
brassiana)

(E. camaldulensis) x (E. pellita)

(E. urophylla HE) x (E.

tereticornis)

(E. camaldulensis) x (E. pellita) 108,79

(E. urophylla x (E.
camaldulensis x E. grandis)) x 112,78

(E. longirostrata)
(E. camaldulensis) x (E.

126,18

urophylla x E, camaldulensis) —

(E. camaldulen5|s_) x (E. 108,82
camaldulensis)

(E. camaldulensis) x (E. 111,73

resinifera)
(E. urophylla HE) x (E.
camaldulensis)
(E. urophylia HE) x (E. 109,13
tereticornis)

(E. urophylla HE) x (E. 128,70
longirostrata)

(E. urophylla x E.
camaldulensis) x (E.
camaldulensis)

(E. urophylla x E.
camaldulensis) x (E. urophylla 116,48
HE)

(E. urophylla) x (E. urophylla x

(E. camaldulensis x E. grandis)) U

W >>m W >>

-

B

B

A
A
B
A

B
A
B

@

B

A

B

A

A

B

A

Area
foliar
30,33
31,05

29,30

35,36
27,29
25,03

32,34

27,72

34,44

36,17

24,38
28,21
30,55
29,80
39,41
41,45
41,95

25,92

27,59
25,04
27,77

28,15

35,30

30,80

35,92

Comprimento Largura P

B 10,13 B 441 B A
B 9,57 B 403 B A
B C B -244 B
A c B
B c A
B c A
B 11,84 A A
B 11,30

A 9,97

A 11,58 A 434 B 225 B
B 9,16 B 39 B[S A
B 9,42 B 43 B -222 B
B 11,00 A 412 BB B
B 10,74 A 39 B 213 A
A » 21 B 22 B
A 11,68 Al 518 A|-247 B
A 11,72 Al 53 A 237 B
B 10,23 B 38 B 20 A
B 10,14 B 416 B 202 A
B 10,84 A 38 B 213 A
B 10,81 A 39 B 222 B
B 10,58 A 411 B A
A 12,33 Al 511 A A
B 9,17 B 3,49 B | -200 A
NN A.A
B 10,74 A 443 B|-248 B

Andlise de correlacdo de Pearson (r) e regressao linear também foram

avaliadas e interacdes significativas foram evidenciadas entre AFE x C, AF x C, AF x



L e C x L, o que indica, a0 menos em parte, que essas variaveis possuem ajustes ao
serem analisadas de modo pareado. Assim, uma correlacdo negativa foi observada
entre AFE x C em que menores AFE s&o acompanhadas por maior comprimento foliar
(R?) (Tabela 3, Figura 2A). Destaca-se, ainda, que a AF se correlaciona positivamente
com comprimento e largura foliar (Figura 2B e C, respectivamente) e, assim, plantas
com maior AF apresentam maior C e L. Cumpre mencionar também que AF x C (R?=
0,45) e AF x L (R?=0,66) indicam que grande parte da variacédo observada é explicada
pelos modelos matematicos. Embora C x L apresentem reduzido r e R?, tendéncia de
incrementos no comprimento a medida que se aumenta a largura foram observados
(Figura 2D). Em relacdo ao potencial hidrico, nenhuma correlacdo significativa foi

observada (Tabela 3).

Tabela 3: Analises de correlagdo e coeficiente de regresséo de variaveis morfolégicas (AFE (cm? g1),
AF (cm?), C (cm), L (cm)) e de potencial hidrico (¥w MPa) foliares em plantios aos 6 meses de cultivo
em campo. Diferencas estatisticas foram observadas a 5% de probabilidade (p<0,05).

AFEx AFEx AFEx AFEX AF x AF x AF x Cx Cx L x

AF C L ¥, c L ¥, L Y. W

n (pares) 26 26 26 26 26 26 26 26 26 26
r (Pearson)  -0,30 - 0,05 027 m 0,01 0,01
R2 0,09 - 0,00 0,07 0,01 0,00 0,00
t 15411 -3,1627 -0,2309 1,3698 4,4716  6,8973 -0,4324 2,6991 -0,071 0,0646

GL 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24

p 0,14 - 082 0,18 094 0,95
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Figura 2: Andlise de regressao linear em clones e progénies aos seis meses de idade cultivados em
campo com elevada restricao hidrica em Buritizeiro-MG. (A)- comprimento foliar x AFE; (B)-
Comprimento foliar x Area foliar; (C)- Largura foliar x Area foliar; e (D)- Largura foliar x Comprimento
foliar.

Com o intuito de determinar mecanismos de tolerancia a seca em eucalipto,
buscou-se, também, investigar metodologias que facilitem o trabalho em condicdes
campo. Para tanto, a AFE, variavel extremamente promissora como bioindicador de
tolerancia, foi avaliada por duas formas: (i) a AFE de folha inteira (aproximadamente
15 folhas) e (ii) discos foliares (coleta de 5 discos de 5 folhas). Em resumo, as duas
formas de determinacdo de AFE apresentaram-se como altamente eficientes e com
pequenas diferencas entre si para todos os genotipos trabalhados (Tabela 4).

Os dados apresentados na Tabela 4 foram submetidos a analise de
correlacdo de Pearson (r=0,91) e ao coeficiente de regresséao linear (R?=0,83) (Figura
3). Em funcéo ndo apenas dos altos e significativos valores tanto para r quanto R?
mas também da facilidade de aplicacdo em condicbes de campo, mbas as

metodologias podem ser utilizadas para determinacéo da AFE.
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Tabela 4: Comparacao entre duas metodologias para determinacdo da AFE (cm?2 g, folha inteira
e discos). Clones e progénies cultivados em campo com elevada restricao hidrica em Buritizeiro-
MG. Valores variam entre mais baixos (azuis) a mais altos (vermelho). Letras mailsculas denotam
diferencas significativas entre os clones de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade (p<0,05).

AFE folha AFE
Cddigo Cruzamentos/Progénies
inteira disco
GG2673 (E. urophylla) 130,76 A 10561 A
GG1923 (E. urophylia) 125,88 A 11350 A
VMO01 (E. urophylla x E. camaldulensis) 120,04 B 107,53 A
AEC1528 (E. grandis x E. urophylla) 111,72 B 99,01 B
1144 (E. grandis x E. urophylla) 124,07 A 10748 A
GG1980 (E. urophylla) 130,87 A 113,82 A
GG918xGG918 (E. camaldulensis) x (E. camaldulensis) 119,24 B 98,40 B
GG918xVS62 (E. camaldulensis) x (E. camaldulensis) 120,87 B 99,18 B
GG682xCNB16 (E. urophylla x E, grandis) x (E. urophylla HE) 127,80 A 109,04 A
CNB16xCNB16 (E. urophylla HE) x (E. urophylla HE) 112,91 B - B
GGA383KAEC2197 ((E. grandis x E. brassiana) x E. pellita) x (E. 114,02 B T
urophylla x (E. camaldulensis x E. grandis))

GG1883xGG2034 (E. urophylla) x (E. grandis HE) 128,11 A 11188 A
GG3633xGG4302 (E. camaldulensis) x (E. brassiana) _ A - A
GG2034xPEL (E. grandis HE) x (E. pellita) 112,05 B 103,79 A
GG682xBRA (E. urophylla x E. grandis) x (E. brassiana) A 114,04 A
GG918xPEL (E. camaldulensis) x (E. pellita) - B - B
GG3389xTER (E. urophylla HE) x (E. tereticornis) 126,18 A 10543 A
GG3633xPEL (E. camaldulensis) x (E. pellita) 108,79 B 10051 B
AEC2034xLR830 (E. urophylla x (E. camaldulensis x E. grandis)) x (E. 11278 B 67,60 B

longirostrata)

(E. camaldulensis) x (E. urophylla x E.
13000xVM1 . 110,73
camaldulensis)

13000xVS62 (E. camaldulensis) x (E. camaldulensis) 108,82
I3000XRES (E. camaldulensis) x (E. resinifera) 111,73
VM7xVS2 (E. urophylla HE) x (E. camaldulensis) 133,70
VM4XTER (E. urophylla HE) x (E. tereticornis) 109,13
VM7xLON (E. urophylla HE) x (E. longirostrata) 128,70

(E. urophylla x E. camaldulensis) x (E.
VM1xCAM )
camaldulensis)

(E. urophylla x E. camaldulensis) x (E. urophylla
VM1xVM4 HE) 116,48 B 101,08 B

(E. urophylla) x (E. urophylla x (E. camaldulensis x
GG1883xAEC2034 . 130,91 A 112,25 A
E. grandis))
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Figura 3 : Andlise de regresséo linear comparando as metodologias de AFE (folha inteira e discos foliares)
em clones e progénies aos seis meses de idade, cultivados em campo com elevada restri¢cdo hidrica em
Buritizeiro-MG.

3.2- Avaliacdes morfologicas aos 18 meses (Ano 2020)

Ao se avaliar caracteres morfolégicos dos cruzamentos obtidos tanto no
primeiro ano (ap6s 6 meses de cultivo — dados apresentados acima) quanto ap6s 18
meses, uma ampla gama de respostas foi observada. Os clones e progénies como
VM1, GG1823, GG1880, GG682xBRA e VM7xVS2 apresentaram maior AFE e
menores AF, C e L foliar (Tabela 5). Por outro lado, as progénies GG4383xAEC2197
e GG3389xTER exibiram menor AFE ao passo que AF, C e L foliar foram maiores.
Folhas apresentando menores AFE, AF, C e L foram observadas nas progénies
GG918xGG918, GGI918xVS62, GG682XCNB16, GG2034xPEL, AEC2034xLR830,
13000xVM1, 13000xVS62, I13000xRES, VM7XLON e VM1xVM4. Por outro lado,
menores AFE, AF e C, acompanhados por um maior L foliar foram observados nos
genotipos GG2673, 1144, GG1883xAEC2034, GG3633xPEL e VM1xCAM. Materiais
como AEC1528, CNB16xCNB16, GG3633xGG4302 e GG918xPEL apresentaram
menores AFE e maiores AF, C e L. Ja a progénie VM4XTER apresenta menor AFE e

largura, juntamente com maiores AF e comprimento foliar (Tabela 5).



88

Tabela 5: Comparacdo de caracteres morfolégicos e potencial hidrico de folhas de diferentes
clones e progénies, aos 18 meses, cultivados em campo com elevada restricdo hidrica em
Buritizeiro-MG. Foram determinados AFE, AF, Comprimento, Largura e Ww. Valores variam entre
valores mais baixos (azuis) a mais altos (vermelho). Letras mailsculas denotam diferencas
significativas entre os clones de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05).

Cddigo Cruzamentos/Progénies  AFE on {g’r‘

GG2673 (E. urophylla) A 4134

GG1923 (E. urophylla) A 3269
VMOL (E. urophylla x E. R -

camaldulensis)

AEC1528 (E. grandis x E. urophylla) = 8589 B 4277
1144 (E. grandis x E. urophylla) 9467 A 3431

GG1980 (Eucalyptus urophylla) - A 29.75

(E. camaldulensis) x (E.

GG918xGG918 camaldulensis) 86.35 B 36.26
GGI18XVS62 (E. camaldulensis) x (E. g5 65 5 3576
camaldulensis)
(E. urophylla x E. grandis) x
GG682xCNB16 (E. urophylla HE) 91.77 B 30.29
(E. urophylla HE) x (E.
CNB16xCNB16 urophylla HE) 90.89 B 40.83
((E. grandis x E. brassiana)
GGA4383XAEC2197 X E. pellita) x (E. urophylla x
(E. camaldulensis x E.
grandis))
GG1883xGG2034 (& “mphy”ﬁ)E’; (E. grandis 38.41

(E. urophylla) x (E. urophylla
GG1883xAEC2034  x (E. camaldulensis x E. 97.27 A 4348
grandis))
E. camaldulensis) x (E.
GG3633xGG4302 ( brassiana) )x(
GG2034xPEL (E. grandis HE) x (E. pellita) 86,51 B 35.09
(E. urophylla x E. grandis) x

91.24 B | 4258

GG682xBRA : A 30.03
(E. brassiana)
(E. camaldulensis) x (E.
GG918xPEL pellita) 88.31 36.49
GG3389xTER (E. urophylla HE) x (E.
tereticornis)
GG3633xPEL (E. camaldul_ensns) x (E. A I
pellita)
(E. urophylla x (E.
AEC2034xLR830 camaldulensis x E. grandis)) | 82.97 31.72

x (E. longirostrata)

(E. camaldulensis) x (E.
13000xVM1 urophylla x E. 30.32
camaldulensis)
13000xVS62 (E. camaldulensng,) x (E. 30.31
camaldulensis)
I3000XRES (E. camaldu]ensns) x (E. oo

resinifera)

VM7xVS2 (E. urophylla HE) x (B. g5 75 A 29,39
camaldulensis)

VMA4XTER (E. urophylla HE) x (E. - B
tereticornis)
(E. urophylla HE) x (E.

VM7xLON : 91.47
longirostrata)
(E. urophylla x E.
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Andlise de correlacdo de Pearson (r) e regressao linear também foram
realizadas e interacdes significativas foram evidenciadas entre AFE x C, AF x C, AF x
L e L x Ww, indicando que essas variaveis possuem, aparentemente, ajustes ao serem
analisadas lado a lado (Tabela 6 e Figura 4). Correlacdo negativa foi obtida em AFE
x C em que menores AFE sdo acompanhadas por maior comprimento foliar (R>=0,19)
(Figura 4A). Destaca-se que a AF se correlaciona positivamente com C e L foliar e,
assim, plantas com maior AF apresentam maior C e L (Figura 4B-C). Cumpre
mencionar também que a relacdo entre as variaveis exibe AF x C (R?=0,51) e AF x L
(R?= 0,56) indicam que grande parte da variacdo observada é explicada pelos
modelos mateméticos. Quanto ao potencial hidrico, embora que ainda singular,
indicios de correlacbes podem ser evidenciados a medida que a idade do plantio
aumenta. L x Ww apresenta reduzido r e R? embora seja observada tendéncia a

incrementos no Ww a medida que L aumenta (Figura 4D).

Tabela 6: Andlises de correlacéo e coeficiente de regresséo de variaveis morfologicas (AFE, AF, C,
L) e potencial hidrico (Ww) foliares em plantios aos 18 meses de cultivo em campo. Diferencgas
estatisticas foram observadas a 5% de probabilidade (p<0,05).

AZE: X AFCE X AF|I_E X A;svx AEXC AEXL A\IIij CxL i{ : I\_{,:
n (pares) 28 28 28 28 28 28 28 28 28 28
r (Pearson) -0,22 0,27 0,32 0,24 0,17 0,01
R? 0,05 0,07 0,10 0,06 0,03 0,00
t -1,1482 -2,4461 1,418 1,694 5,1522 5,7707 1,2473 0,9025 0,053 2,3611
GL

26 26 26 26 26 26 26 26 26 26

oz NS oxr o1 |EESINGERON o2 o5 oos NEGEN
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Figura 4 : Andlise de regressdo linear em clones e progénies aos seis meses de idade cultivados em
campo com elevada restricdo hidrica em Buritizeiro-MG. (A)- comprimento x AFE; (B)- Comprimento
foliar x Area foliar; (C)- Largura foliar x Area foliar; e (D)- Largura foliar x Ww foliar.

Assim como ocorreu em plantas aos 6 meses de cultivo, uma comparacéo entre
metodologias para determinacdo da AFE de folha inteira e discos foliares foi também
realizada em plantas aos 18 meses de cultivo. De igual forma, observou-se adequada

semelhanca entre as formas ora utilizadas (Tabela 7).
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Tabela 7: Comparacdo entre duas metodologias para determinacdo da AFE (cm?2 g?, folha inteira e
discos). Clones e progénies cultivados em campo com elevada restricdo hidrica em Buritizeiro-MG.
Valores variam entre mais baixos (azuis) a mais altos (vermelho). Letras mailsculas denotam diferencas
significativas entre os clones de acordo com o Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (p<0,05).
AFE folha
inteira

Cddigo
GG2673
GG1923
VMO1
AEC1528
1144
GG1980
GG918xGGI918
GG918xVS62
GG682xCNB16
CNB16xCNB16

GG4383xAEC2197
GG1883xGG2034
GG1883xAEC2034

GG3633xGG4302
GG2034xPEL
GG682xBRA
GG918xPEL
GG3389xTER
GG3633xPEL

AEC2034xLR830

1I3000xVM1

13000xVS62
I3000xRES
VM7xVS2
VM4XTER
VM7XLON
VM1xCAM
VM1xVM4

Cruzamentos/Progénies

(E. urophylla)
(E. urophylla)

(E. urophylla x E. camaldulensis) 94.51
(E. grandis x E. urophylla) 85.89
(E. grandis x E. urophylla) 94.67

(E. urophylla) 10081
(E. camaldulensis) x (E. camaldulensis) 86.35
(E. camaldulensis) x (E. camaldulensis) 86.69
(E. urophylla x E. grandis) x (E. urophylla HE) 91.77
(E. urophylla HE) x (E. urophylla HE) 90.89

((E. grandis x E. brassiana) x E. pellita) x (E. urophylla x (E. 81.49
camaldulensis x E. grandis)) :

(E. urophylla) x (E. grandis HE) 10344

(E. urophylla) x (E. urophylla x (E. camaldulensis x E.

grandis)) or.2t
(E. camaldulensis) x (E. brassiana) 91.24
(E. grandis HE) x (E. pellita) 86.51
(E. urophylla x E. grandis) x (E. brassiana) _
(E. camaldulensis) x (E. pellita) 88.31
(E. urophylla HE) x (E. tereticornis) 81.89

(E. camaldulensis) x (E. pellita) _

(E. urophylla x (E. camaldulensis x E. grandis)) x (E.
X 82.97
longirostrata)

(E. camaldulensis) x (E. urophylla x E. camaldulensis)

(E. camaldulensis) x (E. camaldulensis)
(E. camaldulensis) x (E. resinifera)
(E. urophylla HE) x (E. camaldulensis) 96.78

(E. urophylla HE) x (E. tereticornis) _

(E. urophylla HE) x (E. longirostrata) 91.47

AFE
disco
97.24

99.90
88.83
82.74
85.70
96.23
81.51
82.33
87.74
86.78

98.45
91.23

88.69

94.73
84.95
79.52
88.64

83.28

95.16
79.27
95.59

(E. urophylla x E. camaldulensis) x (E. camaldulensis) _ -

(E. urophylla x E. camaldulensis) x (E. urophylla HE) 85.86

A
A
A
B
A
A
B
B
B
B
B
A
A
B
B
A
B
B
A
B
B
B
B
A
B
B
A
B

A
A
B
B
B
A
B
B
B
B
B
A
A
B
86.16 B
A
B
B
B
B
B
B
B
A
B
A
A
B

84.76

A correlacdo de Pearson (r=0,90) e a regresséo linear (R?=0,80) obtidas em

plantios com 18 meses foi alta e significativa indicando, novamente, que as

metodologias podem ser utilizadas, de modo eficiente, para a determinacdo da AFE

(Figura 5).
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Figura 5 : Analise de regresséo linear comparando a metodologia de AFE folha inteira e AFE discos
foliares em clones e progénies aos 18 meses de idade cultivados em campo com elevada restricao
hidrica em Buritizeiro-MG.

O comportamento das avaliacdes termograficas associadas ao Ww ao meio-dia
e antemanhd também foram analisados sem, no entanto, observarmos correlacédo
entre os dados. Cabe mencionar que o Ywao meio-dia e na antemanha apresentou
alta correlacéo (r=0,89) e alto coeficiente de regresséo (R?=0,80) (Tabela 8 e Figura
6).
Tabela 8: Analises de correlagdo e coeficiente de regresséo de Ww ao meio-dia (MPa), Yw antemanh&

(MPa) e termografia em plantios aos 18 meses de cultivo. Diferencas estatisticas foram observadas
a 5% de probabilidade (p<0,05).

Ywmeio-dia x Y meio-dia x Y antemanha x
Yw antemanha Termografia Termografia

n (pares) = 6 6

r (Pearson) = 0,02 0,16

R2 = 0,00 0,03

t= 3,9582 0,0353 0,3222

GL= 4 4

(p) = 0,97 0,76
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Figura 6 : Analise de regresséo linear comparando Wy foliar na antemanha e ao meio-dia em clones e

progénies aos 18 meses de idade cultivados em campo com elevada restricdo hidrica em Buritizeiro-
MG.

3.3- Comparag6es morfoldgicas entre plantas aos 6 meses e 18 meses

As avaliagbes morfolégicas e de potencial hidrico foliares realizadas com
plantas de diferentes idades podem também auxiliar na sele¢éo precoce de materiais
genéticos. Com efeito, tal comparacéo possibilita que se acompanhe o desempenho
dos materiais genéticos em campo ao longo do seu desenvolvimento. A AFE (Figura
7A, r=0,59 e R?=0,35), AF (Figura 7B, r=0,77 e R2=0,60), C (Figura 7C, r=0,40 e
R?=0,16) e L (Figura 7D, r=0,57 e R?=0,33) foram significativas e com alta correlacéo
(r) e coeficiente de regressdo (R?) (Tabela 9 e Figura 7). Diferentemente do
observados para parametros da morfologia foliar, o Ww obteve valores, tanto de

correlacéo (r=0,21) e coeficiente de regressdo (R?=0,05) muito baixos (Tabela 9).

Tabela 9: Analises de correlacdo e coeficiente de regressdo comparando variaveis morfoldgicas e de
potencial hidrico foliares de clones e progénies aos 6 e 18 meses de cultivo em campo com elevada
restricdo hidrica em Buritizeiro-MG. Diferencas estatisticas foram observadas a 5% de probabilidade
(p<0,05).
AFE (2019 x AF (2019x C(2019x L (2019 x ¥, (2019 x
2020) 2020) 2020) 2020) 2020)

n (pares
(P ) 28 28 28 28 28

r (Pearson)

0,21
R2
0,05
t
3,708 6,242 2,1977 3,5759 1,1088
GL
26
p

0,28
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Figura 7 : Analise de regressao linear comparando AFE, Area foliar, comprimento e largura foliar em
clones e progénies aos 6 meses e aos 18 meses de em campo com elevada restricdo hidrica em
Buritizeiro-MG.

4- DISCUSSAO

Um dos grandes, sendo o maior, desafios ao trabalhar com espécies arboreas,
como o eucalipto, esta relacionado ao ciclo longo dessas espécies, bem como 0s
potenciais inferéncias realizadas de acordo com a idade das mesmas. Neste contexto,
a presente proposta buscou identificar potenciais bioindicadores de tolerancia a seca
em clones de eucalipto cultivados em casa de vegetacdo (capitulos 1 e 2) com a
posterior validacdo dos mesmos, em condicbes de campo, quando cultivados em
ambiente com elevada restricdo hidrica (Buritizeiro-MG). Essa busca por
bioindicadores de toleréncia a seca servira ndo apenas como ferramenta para selecéo
precoce de materiais genéticos, mas também possibilitara a avaliacdo da plasticidade
fenotipico das progénies.

Os cruzamentos gerados pelo programa de melhoramento do eucalipto ndo
foram, até o momento, devidamente avaliados e, portanto, as analises aqui descritas
foram baseadas em experimentos com condi¢bes controladas. Com efeito, tais

analises sdo ainda exploratorias e buscam a maior compreensdo das diferentes
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estratégias adotadas pelos materiais genéticos. Nesse sentido, parametros
morfologicos e fisioldgicos tém sido amplamente utilizados como indicadores de
tolerancia a seca (Xu et al., 2020). Estes mesmos autores verificaram que o tamanho
da folha poderia ser um preditor de tolerancia a seca em arbustos oriundos de
ambientes com umidade contrastante. Além disso, reducfes na area foliar especifica
sdo também importantes para conferir tolerancia em plantas sujeitas a escassez
hidrica (Ackerly et al., 2001). Aqui nés avaliamos ndo s6 o tamanho da folha, mas
também é&rea foliar especifica, area foliar, comprimento e largura da folha em
diferentes idades. Dessa forma, foi possivel observar que as progénies apresentam
diferentes estratégias para lidar com a deficiéncia hidrica e que algumas delas se
mantem ao longo do tempo. Cabe mencionar também que tais varidveis podem ser
consideradas, em larga escala, como potenciais bioindicadores da tolerancia a seca
em plantas de eucalipto.

Progénies hibridas (e.g. GG918xGG918, GG918xVS62, GG2034xPEL,
AEC2034xLR830, 13000xVM1, 13000xVS62, I3000XxRES e VM01xVM4) tanto aos 6
quanto aos 18 meses apresentaram menores AF e AFE, sugerindo que essas folhas
apresentem maior espessura da lamina foliar (Tabelas 2 e 5). Por outro lado, clones
e progénies incluindo GG2673, GG1823, 1144, GG1880, GG1883xGG2034,
GG682xBRA e VM7xVS2, apresentaram maior AFE e, no entanto, menor AF
individual nos dois periodos de avaliacédo (2019 e 2020). Tais resultados indicam que
mesmo que a superficie foliar seja menor, provavelmente a espessura das mesmas
seja diminuida (podendo ser explicada pela menor massa) (Tabelas 2 e 5). Nao
obstante, reducdes da AFE seguidas por maiores AF, como observado nas progénies
GG4383xAEC2197 e VMAXTER tanto aos 6 quanto aos 18 meses de idade, podem
estar associadas, ao menos parcialmente, a variagbes no comprimento e largura da
folha, que funcionariam como mecanismo de captacdo de energia luminosa (Tabelas
2 e 5). E importante mencionar também que as progénies ora mencionadas
apresentaram o mesmo padréao nos dois periodos de avaliacao indicando, assim, que
pelo menos até 18 meses, tais caracteristicas sejam mantidas. Em consonancia, as
analises de correlacdo de Pearson e coeficiente de regressao (Tabela 9) suportam a
manutencdo dessas caracteristicas. Além disso, outro fator importante relacionado a
diferencas encontradas dentro desse género pode estar associado aos diferentes

formatos exibidos pelas folhas avaliadas. Variacbes morfologicas e anatdbmicas foram
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também observadas em 10 espécies de Ceanothus, nas quais diferentes estratégias
para lidar com a seca foram observadas (Fletcher et al., 2018).

N&o somente a morfologia foliar, mas também a arquitetura da copa (estrutura
do dossel) é importante para conferir maior tolerancia ao déficit hidrico, em larga
extensao, devido a radiacéo solar. De modo geral, em plantios florestais, plantas com
altura, bem como a estrutura do dossel medianas, foram caracterizadas por maior
tolerdncia a seca, indicando que tais variaveis possam também auxiliar na
sobrevivéncia desses plantios (Xu et al., 2018). Dessa forma, ajustes na area foliar,
bem como arquitetura da copa, apresentam-se como mecanismos importantes frente
a cenarios de déficit hidrico.

A manutengéao do status hidrico durante os periodos mais quentes do dia (12:00
horas) permite avaliar, de modo geral, o grau de hidratagcédo das plantas. Embora ndo
tenha sido observado um efeito direto entre morfologia e potencial hidrico foliar,
algumas progénies foram, aparentemente, mais afetadas pelo déficit hidrico
promovendo assim, redug¢des substanciais do potencial hidrico (Tabela 2).

Além da busca por bioindicadores, a operacionalizacao das atividades em
campo também tem sido almejada. Como previamente mencionado, este trabalho foi,
sobremodo exploratério e, entdo, analises como comprimento, largura, area foliar e
area foliar especifica foram realizadas através da digitalizagcao de folhas e posterior
medi¢ao. Tendo em vista que a AFE € um bioindicador promissor de tolerancia a seca,
pode-se utilizar em campo a metodologia de discos foliares (item 2.4). Uma vez que
observamos alto coeficiente de correlagao e de determinacao entre as duas analises,
as duas podem ser recomendadas embora, em condi¢gdes de campo, a metodologia
do disco foliar € mais rapida e eficaz.

Tomados em conjunto, os dados apresentados aqui, mostram um vasto
caminho a percorrer para compreender os mecanismos de tolerancia a seca em
eucalipto; todavia, os primeiros passos ja foram efetivamente dados. O uso de
progénies oriundas de gendtipos considerados de elite pelas empresas do setor
florestal proporciona uma riqueza de materiais genéticos. Até o presente momento, é
possivel observar que variaveis importantes, como area foliar especifica, area foliar e
potencial hidrico (Ww) foliar tem se mostrado consistentes e que, portanto, podem
auxiliar em programas de melhoramento genético do eucalipto em resposta a

situagdes de seca, cada vez mais intensas e recorrentes.
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5- CONCLUSOES

Em condigcbes de campo, as progénies utilizadas apresentaram diferentes

estratégias associadas a morfologia foliar e manutencéo do teor de agua para lidarem

com a limitacéo hidrica.

A metodologia de determinacdo da éarea foliar especifica por discos foliares
também se mostrou eficaz, rapida e prética para trabalhos em condi¢des de
campo;

Materiais genéticos como GG918xVS62 (E. camaldulensis x E. camaldulensis),
GG918xGG918 (E. camaldulensis x E. camaldulensis), VM1xVM4 (E. urophylla
x E. camaldulensis) x (E. urophylla HE), GG2034xPEL (E. grandis HE x E.
pellita), 13000xVM1 ((E. camaldulensis) x (E. urophylla x E. camaldulensis),
AEC2034xLR830 (E. urophylla x (E. camaldulensis x E. grandis)) x (E.
longirostrata), VMAXTER (E. urophylla HE x E. tereticornis) e GG4383xAEC2197
((E. grandis x E. brassiana) x E. pellita) x (E. urophylla x (E. camaldulensis x E.
grandis)) apresentaram redugdes na morfologia foliar aos 6 e 18 meses de
avaliacdo e, portanto, sdo progénies com potencial tolerancia a seca e podem
ser mais trabalhados em programas de melhoramento genético;

A boa correlacédo observada entre as épocas de avaliacdo permitiu e permitira
avaliar o comportamento dessas progénies durante o seu crescimento e com
isso indicar qual a melhor idade para coleta e determinacéo dos bioindicadores;
Até o momento, os bioindicadores identificados em casa de vegetacdo e
validados em condi¢bes de campo, tem se mostrado uma ferramenta de grande
importancia para o setor florestal, pois permitira que cada empresa possa usa-

los como fator de sele¢cdo em seus programas de melhoramento genético.
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7- CONCLUSOES GERAIS

Os experimentos em casa de vegetacdo com posterior validacdo em condi¢des
de campo possibilitaram a identificagdo, a contento, de potenciais bioindicadores de
tolerancia a seca em Eucalipto, dentre os quais, podemos citar:

e Presenca de estbmatos nas duas faces foliares (plantas anfiestométicas);

e Folhas com poucos espacos intercelulares;

e Parénquima palicadico nas duas faces foliares;

e Menor area foliar especifica;

e Plantas com superficies foliares mais frias (avaliacdes termograficas);

e Maior niumero de vasos do xilema de menor calibre;

e Dentre 0os materiais genéticos testados, para os parametros fisiolégicos de
tolerancia a seca se destacaram as progénies: GG918xVvVS62 (E.
camaldulensis x E. camaldulensis), GG918xGG918 (E. camaldulensis x E.
camaldulensis), VM1xVM4 (E. urophylla x E. camaldulensis) x (E. urophylla
HE), GG2034xPEL (E. grandis HE x E. pellita), I3000xVM1 ((E. camaldulensis)
x (E. urophylla x E. camaldulensis), AEC2034xLR830 (E. urophylla x (E.
camaldulensis x E. grandis)) x (E. longirostrata), VM4xXTER (E. urophylla HE x
E. tereticornis) e GG4383xAEC2197 ((E. grandis x E. brassiana) x E. pellita) x
(E. urophylla x (E. camaldulensis x E. grandis)).

Cabe mencionar também que os experimentos ora realizados trazem novas
alternativas de avaliar a tolerancia & seca em condigcbes de campo. Foi possivel
observar que as progénies cultivadas em locais com acentuada restricao hidrica séo
caracterizadas por apresentarem mecanismos diversos em relacdo a morfologia foliar
para tolerancia a seca o que é devido, em larga escala, da hibridacdo dos materiais
genéticos. Tais progénies adotam ainda diferentes mecanismos, incluindo alteragdes
na largura e comprimento foliar, o que impacta a area foliar e area foliar especifica.
Registre-se, ainda, que os cruzamentos obtidos com o projeto sdo oriundos de
materiais genéticos com reconhecida tolerancia a seca e com adequada produtividade
em condi¢bes de campo. Com efeito, todos os dados aqui obtidos podem e poderao
contribuir para discriminacdo precoce de genétipos de Eucalipto mais tolerantes a seca.



