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RESUMO

NASCIMENTO, Denisson Lima, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2024.
Biomarcadores quimicos de rapida detecciao de clones tolerantes ao distirbio fisiologico
do eucalipto. Orientador: Edgard Augusto de Toledo Picoli. Coorientadores: Sergio Antonio
Fernandes e Eva Domokos-Szabolcsy.

O eucalipto € responsdvel pela maior parte da producdo de florestas plantadas no territério
brasileiro sendo o sucesso dos plantios associado a adaptabilidade dos clones ao ambiente. O
estresse abidtico € capaz de provocar alteragdes que levam a uma anomalia conhecida como
disturbio fisioldgico do eucalipto (DFE). O DFE inclui sintomas como a perda da dominancia
apical, trincamento de casca e emissdo de brotacdes adventicias ao longo do tronco, podendo
levar a morte de gendtipos suscetiveis. O uso de biomarcadores mensurdveis pode contribuir
como critério de selecdo de clones tolerantes, motivo pelo qual o objetivo desse trabalho foi
analisar biomarcadores quimicos no intuito de se obter informacdes mais rapidas para
diferenciacdo de clones tolerantes ao distirbio fisiolégico. Um experimento em campo foi
realizado em delineamento de blocos casualizados, no qual foram avaliados 30 clones, dos quais
9 foram selecionados com base no fendtipo divergente para as notas de DFE. Trés drvores por
clone foram amostradas ao longo do fuste nas posi¢des do DAP (didmetro a altura do peito),
50% e 75% da altura total. A casca e lenho foram separados e amostra composta preparadas
com material vegetal das trés alturas avaliadas. A composi¢do de compostos fendlicos (dcido
cafeico, quercetina e dcido gdlico), a relacdo sirigil/guaiacil (S/G), a concentracdo de
carboidratos (redutores e ndo-redutores), aminodcidos, amido, solu¢do da amostra de pH e
condutividade elétrica foram avaliadas. As drvores derrubadas para o estudo tiveram uma nota
atribuida referente a intensidade do distirbio que serviu de referencial para as andlises junto
com os dados histéricos da ocorréncia do DFE nas dreas de plantio comercial. A pirdlise de
amostras de eucalipto é uma técnica rapida e barata, com potencial para gerar dados a contribuir
para a compreensdo do distirbio fisioldgico do eucalipto, apesar de sua repetibilidade ser
insatisfatoria. A excec¢do foi a relacdo S/G que apresentou diferengas entre os clones testados.
A concentracdo total de aminodcidos, fendlicos e agtcares ndo pode ser associada diretamente
aos clones tolerantes ao distirbio, ainda que existam correlacdes significativas com algumas
destas varidveis. O pH da solucdo de amostras de casca e lenho e concentragdo de compostos
especificos, como dcido cafeico, quercetina e dcido gélico, contribuiram para a discriminagao

dos clones. Existem correlagdes positivas e significativas entre varidveis quimicas



condutividade elétrica, aminodcidos e pH da casca e pH do lenho com as notas do histérico de

DFE e das arvores avaliadas.

Palavras-chave: Melhoramento de plantas. Eucalyptus. Resposta ao estresse.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Denisson Lima, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2024.
Rapid detection chemical biomarkers for clones tolerant to Eucalyptus Physiological
Disorder. Advisor: Edgard Augusto de Toledo Picoli. Co-Advisor: Sergio Anténio Fernandes
and Eva Domokos-Szabolcsy.

Eucalyptus is responsible for most of the production of planted forests in Brazilian territory,
with the success of the plantations being associated with the adaptability of the clones to the
environment. Abiotic stress is capable of causing changes that lead to an anomaly known as
eucalyptus physiological disorder (EFD). EFD includes symptoms such as loss of apical
dominance, bark cracking and emission of adventitious shoots along the trunk, which can lead
to the death of susceptible genotypes. The use of measurable wood biomarkers can contribute
as a selection criterion for tolerant clones, which is why the objective of this work was to
analyze chemical biomarkers in order to obtain faster information for differentiating clones
tolerant to the physiological disorder. A field experiment was carried out in a randomized block
design, in which 30 clones were evaluated and, of these, 9 were selected based on the divergent
phenotype for EFD scores. Three trees per clone were sampled along the stem at the positions
of DBH (diameter at breast height), 50% and 75% of the total height. The bark and wood were
separated and composite samples prepared with plant material from the three heights evaluated.
The composition of phenolic compounds (caffeic acid, quercetin and gallic acid), the
sirigyl/guaiacyl ratio (S/G), the concentration of carbohydrates (reducing and non-reducing);
amino acids and starch, pH, electrical conductivity were evaluated. The trees felled for the study
had a score assigned relating to the intensity of the disturbance that served as a reference for
the analyzes together with historical data on the occurrence of EFD in commercial planting
areas. Pyrolysis of eucalyptus samples is a fast and cheap technique, with the potential to
generate data that can be used to understand the physiological disorder of eucalyptus; however,
its repeatability is unsatisfactory. The S/G ratio was an exception as it differed among the
diverging clones. The total concentration of amino acids, phenolics and sugars could not be
directly associated with clones tolerant to the disorder, although there are significant
correlations with some of these variables. The pH of the solution of bark and wood samples and
the concentration of specific compounds, such as caffeic acid, quercetin and gallic acid,
contributed to the discrimination of the clones. There are positive and significant correlations
between chemical variables electrical conductivity, amino acids and bark and wood pH with

the scores of DFE historical data and from the sampled trees.



Keywords: Plant breeding. Eucalyptus. Stress response.
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INTRODUCAO GERAL

O setor florestal apresenta produtos como carvao, toras serradas e para combustivel,
madeira para papel e celulose, além de constituir matéria prima para a inddstria quimica. A
movimentacdo de matéria prima e recursos financeiros do setor é expressiva onde, em 2022,
chegam a exportacdo de 1,72 bilhdes de metros cubicos de madeira (ndo-conifera) para
combustivel e a produgdo de 78,6 toneladas de papel para impressao e escrita, equivalendo a
0,52 e 37,4 bilhdes de dodlares, respectivamente (FAO, 2023). Dentre as espécies florestais
cultivadas, o eucalipto € responsdvel pela maior parte da producao florestal no mundo (ZHANG
e WANG, 2021) fazendo com que o Brasil se destaque mundialmente em termos de
produtividade (IBA, 2023).

As florestas plantadas apresentam elevado potencial de crescimento e estdo distribuidas
em todo o territorio brasileiro, onde se destacam os estados de Minas Gerais, Mato Grosso do
Sul e Sao Paulo, cada um com contribui¢des equivalentes a mais de 1 milhdo de hectares. O
Brasil esta entre os top 10 paises na produgdo de painéis de madeira, carvao vegetal, madeira
serrada e, em 2022, apresentou 9,94 milhdes de hectares plantados, dos quais 76% sdo com
eucalipto, que representa cerca de 25% do total global dessa espécie (ELLI et al., 2020; IBA,
2023).

O eucalipto engloba centenas de espécies (BROOKER, 2000) e é adaptado a regides de
clima arido a planicies onde a plasticidade dos gendtipos e espécies contribuem para sua
sobrevivéncia (BROOKER e KLEINGING, 2006; VALLADARES et al., 2007; BOOTH 2013;
PICOLI et al., 2021). O sucesso dos plantios estd ligado a adaptabilidade do genétipo as
condic¢des edafoclimaticas do local do cultivo, sendo a precipitagcdo, a temperatura e a nutrigao,
alguns dos fatores que influenciam o crescimento do eucalipto (JARDIM et al., 2018).

A expansdo das areas de plantio, as mudancas climaticas, 0 manejo intensivo, a reducao
do ciclo e busca constante por materiais mais produtivos, implicam em desafios para a cultura
do eucalipto. Dentre estes desafios, o disturbio fisioldgico do eucalipto (DFE) foi registrado em
diferentes locais no mundo (DIANESE et al., 1984; FENSHAM e HOLMAN, 1999; JURSKIS,
2005; LEITE et al., 2014) em florestas naturais e plantios comerciais, inclusive no Brasil
(DIANESE et al., 1984; LEITE et al., 2014; CORREA et al., 2017). Nas ultimas duas décadas,
diversas plantacdes de eucalipto no Brasil tém sido afetadas por estresses abidticos com impacto
significativo no setor florestal (TESHOME et al., 2020). Em 2008, técnicos florestais da Suzano
S.A. (antiga Fibria Celulose S.A.) relataram pela primeira vez a ocorréncia de sintomas e sinais

desse distirbio em regides do norte do Estado do Espirito Santo e do extremo sul do Estado da
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Bahia, Brasil (RODRIGUES, et al., 2022). Apesar de fatores abidticos, como o déficit hidrico,
serem listados como um dos principais gatilhos para a ocorréncia do DFE (FENSHAM e
HOLMAN, 1999; JURSKIS, 2005; CORREA et al 2017; CAETANO-MADEIRA et al., 2023),
a etiologia do distirbio é complexa (MUELLER-DOMBOIS, 1986, WHITE et al., 1998;
CUNNINGHAM et al., 1999; FONSECA et al., 2000; CARNICER et al., 2011).

Os sintomas associados a0 DFE incluem trincamento da casca, perda de dominéncia
apical, emissdo de brotagdes adventicias ao longo do tronco, além de abscisdo foliar e dentre
outros (ALFENAS et al., 2009; ALMEIDA, et al., 2022). Além disto, existem relatos de efeitos
negativos diretos na qualidade da madeira e na produgéo e polpa de celulose (CAMARA et al.,
2018; RODRIGUES et al., 2022). Rodrigues et al. (2022) observaram que plantas em maior
nivel de estresse apresentaram mais extrativos e conteudo de lignina, enquanto Caetano-
Madeira et al. (2023) relataram diferencas significativas de metabdlitos, nutricdo mineral e
desenvolvimento de clones divergentes quanto a tolerancia ao DFE submetidos a tratamento de
déficit hidrico.

A associagdo de metabdlitos com a tolerdncia ao estresse hidrico e ao DFE (DIAS et al.,
2017; DIAS et al., 2023; CAETANO-MADEIRA et al., 2023) e a auséncia de estudos
abordando a casca de eucalipto (PICOLI et al., 2021) consistiram, portanto, em um norte para
este trabalho. O sucesso na discriminagdo de clones de eucalipto tolerantes ao déficit hidrico
(DIAS et al., 2017; DIAS et al., 2023) e a relacdo do DFE com o déficit hidrico (FENSHAM e
HOLMAN, 1999; JURSKIS, 2005; PICOLI et al., 2021) contribuiram para a idealizacdo deste
projeto de pesquisa visando a colaborar com a compreensdo do disturbio e dar suporte a uma
demanda induzida da Suzano S.A.

Amostras de clones divergentes quanto a tolerancia ao DFE e conduzidas em darea
comercial que apresenta condi¢des favordveis para a ocorréncia do distirbio fisioldgico foram
coletadas. As amostras foram processadas de forma simples de acordo com o procedimento
para andlise de composi¢do mineral. Este processamento visou maior rapidez e menor custo da
avaliacdo. Este trabalho foi desenvolvido para a avaliacdo de carateristicas quimicas de
amostras da casca e lenho de clones comerciais divergentes quanto a ocorréncia do DFE e
investigar a relacio destes atributos com o fendtipo de tolerancia. A versatilidade e rapidez na
obtencdo de dados para caracterizagdo da lignina e outros fendlicos por meio das técnicas de
pirdlise (SILVA, 2006; MARCELO, 2007), a especificidade de detec¢do HPLC (SANTOS et
al., 2017) e praticidade para a detec¢do de carboidratos em amostras lenhosas por colorimetria
(CHOW e LANDHAUSSER, 2004; RAZOUK et al., 2022) foram critérios para a escolha das

técnicas a serem utilizadas.
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Por fim, este trabalho foi dividido em dois capitulos na busca de informagdes aplicadas
da casca e lenho para se gerar biomarcadores uteis para auxiliar o processo de selecdo e

contribuir para a compreensao do DFE.
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CAPITULO 1

PIROLISE DE AMOSTRAS DA CASCA E LENHO DE CLONES DIVERGENTES
QUANTO A TOLERANCIA AO DISTURBIO FISOLOGICO DO EUCALIPTO

RESUMO

O setor florestal contribui com bilhdes de délares na balanca comercial do Brasil e do mundo,
para o qual as espécies de eucalipto t€ém uma contribui¢do significativa. A plasticidade
fenotipica € essencial para o sucesso da cultura que encontra desafios como o distirbio
fisiolégico do eucalipto. As informacdes sobre os padroes de acimulo de metabdlitos
especificos podem auxiliar na atribuicdo de um padrdo a tolerdncia a condi¢des de estresse e
para o disturbio fisiolégico. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi analisar os dados gerados
pela pir6lise de amostras da casca e lenho de clones divergentes quanto a tolerancia ao distirbio
fisiolégico do eucalipto. Para isso, realizou-se um experimento em campo, em delineamento de
blocos casualizados, no qual foram avaliados 30 clones, dos quais 9 foram selecionados com
base no fenétipo divergente para continuidade do trabalho. Trés arvores por clone foram
amostradas ao longo do fuste nas posi¢cdes do DAP (didmetro a altura do peito), 50% e 75% da
altura total. As propriedades analisadas foram a concentracdo de compostos fendlicos, a relagdo
sirigil/guaiacil (S/G) e a avaliagdo do disturbio na area de plantio (historico) € nas plantas
amostradas. A pirdlise de amostras de eucalipto € rapida e barata, gerando dados que tem
potencial para ser utilizados para a compreensdo do distirbio fisioldégico do eucalipto.
Entretanto, a repetibilidade dos fragmentos quimicos gerados foi insatisfatoria, sendo
necessario a otimizagdo do processamento das amostras. Ainda que a relacdo S/G e alguns dos
residuos fendlicos de amostras da casca e lenho possam ser associadas a gendtipos divergentes
quanto a tolerancia ao DFE esta abordagem ainda necessita ser aprimorada para seu uso na

selecdo de clones.

Palavras-chaves: Eucalyptus. Biomarcadores. Melhoramento Florestal. Fendlicos. Relacao
S/G.
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CHAPTER 1

PYROLYSIS OF BARK AND TIMBER SAMPLES OF CLONES DIVERGENT
REGARDING THE TOLERANCE TO THE EUCALYPTUS PHYSIOLOGICAL
DISORDER

ABSTRACT

The forestry sector contributes billions of dollars to Brazil's and the world's trade balance, to
which eucalyptus species make a significant contribution. Commercial plantations face
challenges such as the physiological disorder of eucalyptus, with its plasticity being essential
for the success of the culture. Information about accumulation patterns of specific metabolites
can assist in assigning a pattern to tolerance to stress conditions and physiological disturbance.
Therefore, the objective of this work is to analyze the pyrolysis of bark and wood samples from
clones divergent in terms of tolerance to the physiological disorder of eucalyptus. A field
experiment was carried out in a randomized block design, in which 30 clones were evaluated,
of which 9 were selected based on the divergent phenotype to continue the work. Three trees
per clone were sampled along the stem at the positions of DBH (diameter at breast height), 50%
and 75% of the total height. The properties analyzed were the compositions of phenolic
compounds, the sirigyl/guaiacyl (S/G) ratio and the assessment of disturbance in the planting
area (historical data) and in the sampled trees/clones. Pyrolysis of eucalyptus samples is fast
and cheap, generating data that has potential contribution to the comprehension of the
physiological disorder of eucalyptus. However, the repeatability of the chemical fragments
generated was unsatisfactory. Despite the S/G ratio and some of the phenolic residues can be
associated with divergent genotypes in terms of tolerance to DFE based on the analysis of bark
and wood samples, this approach needs further amendments to be used as a reference for clone

selection.

Keywords: Eucalyptus. Biomarkers. Plant breeding. Phenolics. S/G ratio.
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1. INTRODUCAO

O setor florestal contribui com bilhdes de délares na balanga comercial do Brasil e do
mundo (FAO 2023) para o qual as espécies de eucalipto t€m uma contribuicao significativa
(ELLI et al., 2020; ZHANG e WANG, 2021; IBA, 2023; FAO, 2023). O Brasil ¢ um expoente
na producido de eucaliptos (IBA, 2023), apesar de desafios como o distiirbio fisiolégico do
eucalipto (DFE) (DIANESE et al., 1984; LEITE et al., 2014; TESHOME et al., 2020).

A plasticidade do eucalipto é essencial para o sucesso da produciao (GOMES 2013;
VALLADARES et al., 2007; BOOTH, 2013; ANDRADE-BUENO et al., 2020) e estd
relacionada as estratégias de resposta a condi¢cdes ambientais que resultem em diferentes niveis
de estresse. Abordagens que permitam a expressido da capacidade de resposta em condi¢oes
climéticas desfavordveis (BOOTH et al., 2015) e rapidez na avaliagcdo sdo, portanto, essenciais
para a compreensdo do DFE, das respostas aos estimulos ambientais e para a selecao de clones
mais tolerantes.

Os sintomas associados ao DFE incluem trincamento da casca, perda de dominéncia
apical, emissdo de brotagdes adventicias ao longo do tronco, além de abscisado foliar e a morte
da planta (ALFENAS et al., 2009; SILVA et al., 2010; ALMEIDA et al., 2022). Além as perdas
em potencial em stands de plantio, o DFE tem efeitos negativos e diretos na qualidade da
madeira e na producio e polpa de celulose (CAMARA et al. 2018; VIDAURRE et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2022). Os efeitos do DFE podem também ser visualizados em nivel
metabolico. Rodrigues et al. (2022) e Caetano-Madeira et al. (2023) relataram diferencas
significativas de metabdlitos e do desenvolvimento de clones divergentes quanto a tolerancia
ao DFE sob condic¢des favordveis ao distirbio. Por exemplo, os compostos fendlicos tem
potencial capacidade antioxidativa (AGATIA et al., 2012) e podem contribuir com estratégias
de respostas a condicdes de estresse, visto a associacdo destes metabdlitos com a tolerancia ao
estresse hidrico e ao DFE (DIAS et al., 2017; DIAS et al., 2023; CAETANO-MADEIRA et al.,
2023).

A auséncia de estudos relacionando caracteristicas da casca de eucalipto e respostas a
estresses abioticos (PICOLI et al., 2021) chama atencdo por ser onde parte da sintomatologia
do DFE € constatada (ALFENAS et al., 2009; SILVA et al., 2010; ALMEIDA, et al., 2022) e
pela facilidade de acesso as amostras. Picoli et al (2021) ressaltaram a importancia de
biomarcadores proporcionarem uma medida da resposta a fatores ambientais e permitirem a
avalicdo de um grande numero de amostras ou individuos. Os autores destacaram que 0s

biomarcadores devem ser informativos para a caracteristica desejada, apresentar baixo custo,
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facilidade de avaliacdo e rapidez de processamento. O estudo dos metabdlitos apresenta
potencial para identificacdo marcadores com estas propriedades, devido estes compostos
também constituirem uma expressao do fendtipo do organismo em resposta a unido de fatores
genéticos e ambientais (SILVA, 2020).

A versatilidade e rapidez da pirdlise na caracterizagdo da lignina e outros compostos
(SILVA 2006; MARCELO 2007; BRUMANO et al., 2020; SILVEIRA JUNIOR et al., 2022)
torna esta técnica atraente para o processamento de um grande nimero de amostras. A pirdlise
envolve a quebra de macromoléculas em condi¢des de temperaturas elevadas, demanda
pequena quantidade de pouca manipulagio previa das amostras (DEL RIO 2005; GUTIERREZ
et al., 2006). Contar com informagdes sobre os padroes de acimulo de metabdlitos especificos
pode auxiliar na atribui¢cdo de um padr@o a tolerancia a condi¢des de estresse, abrindo caminhos
para o desenvolvimento de biomarcadores, aspecto fundamental para programas de
melhoramento vegetal (ARBONA et al., 2013; DIOLA; DALOSO; ANTUNES, 2013).

A conversdo de biomassa em produtos quimicos por meio da pirdlise € util para a
caracterizacdo de ligninas que fazem parte da composi¢do da madeira. A relacdo de residuos
guaiacil (G) e siringil (S) sdo particularmente relevantes no estudo da lignina e suas
propriedades (ZHANG et al., 2012; OHRA-AHO et al., 2013; CHEN et al., 2015). Assim, este
estudo teve como objetivo analisar e associar produtos da pirdlise de amostras de casca e lenho
de eucalipto a partir do pressuposto de uma relacio dos fendlicos e fracdes da lignina com o

fenétipo tolerante ao DFE.

2. MATERIAL E METODOS

1.1 Local de conducao

O plantio experimental avaliado localizado em Mucuri no Sul da Bahia/BR foi
conduzido durante os anos de 2015 a 2020. O local possui clima caracterizado como Aw
(tropical com inverno seco) e apresentou, entre os anos de 2017 e 2020, temperatura média do
ar de 24°C, precipitacdo de 915 mm ano™' e déficit hidrico de 380 mm ano™'. Os dados mensais
de precipitacao, temperatura e déficit hidrico ao longo de 4 anos de plantio sdo apresentados na

Figura 1 (ALMEIDA et al., 2022).
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Figura 1 - Dados mensais de temperatura (°C), precipitacdo pluviométrica (mm) e déficit
hidrico (mm) no periodo de 2017 a 2020 em Mucuri, Bahia, Brasil.
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Fonte: ALMEIDA et al. (2022).

1.2 Coleta do material

A coleta do material ¢ vinculada ao projeto de pesquisa “Descri¢do anatomica de folhas
e caules de clones semicomerciais da Suzano S.A.” que tem o objetivo de caracterizagdo e
descricdo da anatomia da folha, casca e lenho de amostras de clones de interesse da Suzano
S.A., mantidos em dreas de plantios comerciais ou experimentais (Figura 2A). A escolha da
area foi baseada na proximidade da fébrica e por ser uma area com proposito comercial e
experimental, com registro de ocorréncia do DFE, utilizada para a avaliagdo de clones do
programa de melhoramento da empresa.

As coletas foram realizadas em parcelas de um experimento instalado em uma drea de
plantio experimental da Suzano S.A. que apresenta historico de ocorréncia do disturbio. O
delineamento experimental foi composto por 4 blocos para a avaliacdao de 30 clones, dos quais
foram selecionados nove gen6tipos (clones) de acordo com histérico de incidéncia do distirbio
nos stands comerciais variando de mais tolerante, intermediariamente tolerante e suscetivel. Os
critérios e classificagdo dos clones sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2. Trés (3) dos 4 blocos
originais foram amostrados, sendo o quarto bloco preservado de acordo com o planejamento do
experimento pela empresa. Os blocos foram originalmente compostos por 6 plantas, a partir dos
quais uma arvore viva e representativa de cada bloco foi derrubada para amostragem e avaliacao
em cada unidade experimental designada para a amostragem. Arvores mortas foram
desconsideradas para efeito de coleta.

Discos de 5 cm do caule dos nove clones de Eucalyptus spp. foram coletadas nas alturas

do DAP, 50 e 75% da altura comercial. No momento da coleta, as arvores foram classificadas
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quanto a severidade e ocorréncia do distdrbio fisiol6gico nos individuos amostrados seguindo
os critérios descritos na Tabela 1, de acordo com Almeida et al. (2022). A Suzano S.A. forneceu
os dados da ocorréncia do distirbio nos clones em avaliagdo baseada na classificacdo média do
fenétipo (notas) dos clones de acordo com o histérico de ocorréncia de DFE nas &reas
comerciais da empresa (Tabela 2).

As amostras de cascas e lenhos secos foram mantidas em comodo aberto com ventilagado
natural e sem incidéncia de luz solar direta (Figura 2B). Apés um periodo de em torno de 5
dias, as amostras foram separadas em cascas e lenho por individuo, sendo cada amostra
composta constituida pelo material de cada planta nas 3 alturas (DAP, 50% e 75% da altura
comercial). As amostras de casca e lenho foram moidas em moinho de facas, peneiradas em
condi¢des ambientes, protegidas da luz solar e até equilibrio higroscopico. As amostras moidas
foram fracionadas e peneiradas em sistema vibratério com peneiras padrdo e a fracdo entre 40-
60 mesh (0,425-0,250 mm) coletada para andlise quimica nutricional. Parte das amostras foram
reservadas, secas em estufa a 50-55 °C até peso constante e mantidas em recipientes fechados
até a andlise (Figura 2D). As demais anélises nutricionais, crescimento € de anatomia da casca

serdo discutidos em outro momento.

1.3 Pirolise

A relacdo siringil/guaiacil foi realizada por meio da cromatografia liquida apds oxidacao
da serragem da madeira e casca com nitrobenzeno, conforme Lin e Dence (1992). A separacio
dos produtos da oxidagdo por nitrobenzeno foi alcangada utilizando-se uma coluna LC-18. A
fase movel usada foi acetonitrila/agua (1:6 v/v) com pH igual a 2,6, tamponado com acido
trifluoroacético (TFA). A anélise no ultravioleta foi realizada no comprimento de onda de 280
nm, na temperatura de 40 °C, utilizando fluxo de 1 mL min!, injecdio 20 pl; padrio
cromatografico: padrdes utilizados foram vanilina, para a unidade guaiacila e siringaldeido,

para unidade siringila. Todas as andlises foram realizadas em duplicata.
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Tabela 1 - Classificacdo dos clones de Eucalyptus em relacdo a severidade do distirbio
fisiol6gico baseado na observagdo de sintomas.

Nivel Sintomas
Nivel 0  Plantas assintomaticas.
) Lesdo superficial deprimida, trincamento e ligeiro descolamento da casca

Nivel ] (“escamacgdo”), aleatoriamente distribuidos no tronco ou nos galhos.
Queima do terco basal da copa, trincamento da casca e intumescimento em

Nivel 2 pontos especificos do caule ou aleatoriamente distribuidos ao longo da haste
principal ou dos ramos.
Seca de ponteiros, bifurcag¢do do tronco principal, super brotagdo, formacao de

Nivel 3 casca corticosa e liberacdo de casca (periderme exofildtica) e edemas
(calosidade ou lixa) foliares.

Nivel 4  Secamento da copa e morte da planta.

Fonte: ALMEIDA et al. (2022).

Tabela 2 — Relacdo das amostras, fendtipo e espécies dos clones comerciais e informagdes do
historico de ocorréncia do DFE nos campos de plantio comercial da Suzano S.A.

Clone/amostra fendtipo espécie/cruzamento

1 tolerante E. urophylla

2 tolerante E. urophylla

3 tolerante E. grandis x E. urophylla
4 semi-tolerante E. grandis

5 semi-tolerante E. grandis x E. urophylla
6 semi-tolerante E. grandis x E. urophylla
7 mod-suscetivel E. grandis

8 Suscetivel E. urophylla

9 suscetivel E. grandis
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Figura 2 — Visdo da A) drea de plantio experimental/Comercial, Itabata, Bahia, Brasil; e B)
secagem e pré-processamento das amostras de casca e lenho de clones comerciais de eucaliptos
da Suzano S.A. C) secagem ao ar, moagem e D) armazenamento apds secagem, das amostras
de casca e lenho de eucalipto.

As amostras compostas de casca e lenho (constituidas das secdes de caule no DAP, 50%
e 75% da altura comercial, respectivamente) foram submetidas a pirélise em um Single-Shot
Pyrolyzer (Frontier Laboratories Ltd., Fukushima, Japdo) conectado a um sistema GC-2010
Plus com um GCMS-QP2010 Ultra Spectrometer (Shimadzu, Kyoto, Japao) e uma valvula de
interface a 290°C. A pirdlise rdpida foi conduzida a temperaturas entre 350 e 600 °C. Os
pardmetos de operagdo do GC foram: temperatura do injetor de 250 °C; coluna Rtx-5MS (30m
x 0,25mm x 0,25 um) (Restek, Bellefonte, PA, EUA); temperatura inicial do forno de 40 °C por
1 min, aquecida a 6 °C/min até 280 °C e mantida por 15 min; e gis de arraste hélio (1 mL/min)
em modo split na proporgio de 20:1 (SILVEIRA JUNIOR et al., 2021). Os experimentos foram
realizados em duplicata, e os compostos formados foram identificados usando o Programa de
pesquisa espectral de massa (2.0) do Instituto Nacional de padrdes e tecnologia (NIST)

juntamente com o banco de dados espectral de massa NIST/EPA/NIH (NIST 11) e Biblioteca



26

de dados espectrais de massa Wiley 7v100. O rendimento percentual de todos os piroliticos
produtos formados foi calculado com base na quantidade de biomassa pirolisada (em torno de
0,5 mg) para padronizacdo dos compostos formados conteudo, e seguido pelo “Método de
Normalizagdo Interna de Areas de Pico” para anélise quantitativa Guiochon e Guillemin, 1998)
considerando a drea do pico do componente alvo como uma proporcao da édrea total de todos os

picos detectados.

1.4 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica descritiva, média e desvio padrdo, ou
andlise de variancia e teste de média quando possivel. Realizando a anédlise de variancia e,
quando verificados efeitos significativos, foram realizados testes de Tukey (p < 0,05) para
comparar as médias dos tratamentos. A andlise de correlacdo de Spearman foi realizada entre as
varidveis relacdo S/G nas amostras de casca e lenho e com a nota de DFE observada para a arvore
amostrada, dados histéricos de DFE nas dreas de producgdo e pedigree (espécie/hibrido) dos clones.

As andlises estatisticas foram realizadas nos softwares Jamovi (The Jamovi Project, 2022) e R (R

Core Team, 2021).

EV

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo das notas da intensidade (FDE) do DFE disponibilizados pela empresa
(Tabela 4) refletem uma média de levantamento de dados empiricos ao longo diferentes anos e
areas de cultivo. A avaliacdo das médias das notas de DFE avaliadas nas amostras (plantas
derrubadas para amostragem) (Figura 3) sdo coerentes com os dados observados pela empresa.
Tanto o referencial empirico (dados das notas atribuida aos clones em plantios comerciais da
empresa e de ocorréncia do distirbio) como as notas atribuidas as plantas amostradas foram
utilizadas como referéncia de avaliacdo dos clones.

Vale ressaltar que esta escala de notas € relativa. Inexiste um clone totalmente tolerante
dentro dos materiais avaliados, haja visto que as plantas amostradas dos materiais considerados
tolerantes apresentaram uma nota média semelhante a dos moderadamente tolerantes, mesmo
que significativamente menor do que a nota média dos suscetiveis (Figura 3). Algumas das
amostras dos clones tolerantes e semitolerantes apresentaram nota 1. As notas atribuidas aos
clones ndo apresentaram distribui¢cdo normal (Apéndice, Tabela 2), mas apresentou diferenca

significativa de acordo com o teste de Kruskal-Wallis em nivel de 5% (Apéndice, Tabela 4)
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indicando a diferenca de comportamento ou fendtipo dos clones. Este comportamento esta de
acordo com a complexidade dos fatores associados a ocorréncia do distirbio e a observacio de
que a ocorréncia e intensidade do distdrbio pode variar entre as arvores de um mesmo clone em
um mesmo plantio.

As parcelas foram, originalmente, constituidas por 6 plantas cada, das quais algumas
das parcelas apresentavam plantas mortas (dados ndo apresentados). Como haveria viés para
qualquer que fosse o critério para a amostragem, foram escolhidas drvores representativas e
vivas dentro de cada parcela. Arvores mortas foram desconsideradas no momento da coleta. As
notas de DFE das amostras (Figura 3) representam, portanto, uma aproxima¢ao média da nota
das plantas nas parcelas amostradas. Esta diferenca evidenciam a complexidade de fatores para
a expressao do disturbio (MUELLER-DOMBOIS 1986; CUNNINGHAM et al., 1999;
FONSECA et al., 2000; CARNICER et al., 2011) bem como uma penetrancia e expressividade
parcial para a caracteristica tolerancia ao disturbio fisioldgico do eucalipto.

Nas Tabelas 5 e 6 (Apéndice) sdo apresentados somente os compostos identificados
em mais de 10 das 27 amostras de casca e lenho. Excecdo feita ao catecol e pirulvaldeido na
casca e trans-4 propenilsiringol no lenho (Apéndice, Tabelas 5 e 6) devido a estarem presentes
somente nos gendtipos tolerantes ou suscetiveis. A andlise dos dados gerados na pirdlise se
baseia no estudo de fragmentos moleculares resultados da quebra de amostras submetidas a
altas temperaturas (WAMPLER 1995, 1999; POUSTMA, 2000). Particularmente, a pirdlise da
lignina gera fendis mais simples a partir dos quais pode-se identificar as subunidades que
compOe a molécula antes da sua quebra (RALPH e HATFIELD 1991).

Na relacdo de siringil/guaiacil na casca, houve diferenca significativa (Tabela 3) entre
os clones, sendo os clones tolerante com um menor valor (1,21) comparada a dos clones
moderadamente tolerante e susceptiveis (1,84 e 1,99 respectivamente) (Tabela 4). Como a
ocorréncia do DFE ndo ocorre em 100% das plantas em campo e nem nas arvores amostradas,
essa diferenca de expressao do distirbio pode ter contribuido para a nao significancia dos dados.
Estes resultados servem, portanto, apenas como uma referéncia e observacdo. Neiva et al.
(2020), analisando a lignina de cascas de arvores e sua estrutura quimica, relatou relacdes S/G
média de 2,5 para E. globulus. Os autores ressaltam que a alta relacdo S/G indicam uma lignina
mais reativa e mais facil de despolimeriza¢do. Independente da reatividade da lignina, os
valores observados para os clones de E. grandis e E. urophylla em nosso trabalho foram
menores do que os de Neiva et al. (2020).

Santos et al. (2017) verificaram diferencas na proporcdo de fendlicos de acordo com a

espécie, procedéncia e estresse sofrido pelas plantas. A relagdao S/G pode ser uma caracteristica
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inerente a espécie, considerando que os gendtipos avaliados sdo de E. grandis, E. urophylla e
seu hibridos, entretanto, a mesma relacdo pode variar concomitante com outras caracteristicas
que em conjunto podem contribuir com a tolerancia ao DFE. A hipétese de que a variacdo
relativa, e ndo os valores absolutos, da relacdo S/G possam ser associadas ao fendtipo de
tolerancia carece de mais estudos e do teste concomitante de um maior nimero de espécies ou
hibridos de eucalipto. Para isto também € necessdrio levar em consideracdo o local onde as
plantas se desenvolvem visto a origem geogréfica também ter influenciado a composicao dos
compostos fendlicos (SANTOS et al., 2017).

A relacdo S/G ndo apresentou diferenca estatistica (Tabela 3) para as amostras de
lenho, em que os clones tolerantes, moderadamente tolerante e suscetiveis apresentaram valores
semelhantes entre si (Tabela 4). A relacao S/G das amostras de lenho foi superior a das amostras
de casca, independentemente do fendtipo de tolerancia ou resisténcia ao DFE. Este menor nivel
de discriminacdo também pode estar associado a auséncia na deteccao de compostos que podem
ter influéncia no resultado final. Os demais residuos detectados na pirélise de amostras de casca
e lenho apresentaram diferencas numéricas, entretanto, sem repetibilidade dentro de amostras
dos mesmos clones ou fenotipo de DFE. A falha na detec¢do ou auséncia de alguns dos residuos
em praticamente todas as amostras, poe em xeque a validade do uso dos demais compostos
identificados na compreensao ou identificagdo dos genétipos divergentes quanto ao DFE. Outra
alternativa € que o processamento das amostras ou a quantidade de amostra para a andlise por
pirélise possa implicar em outro fator de variagdo dos dados.

No trabalho de Almeida et al. (2022), analisando as propriedades da madeira como
potenciais biomarcadores de tolerancia a disturbios fisiologicos, foi observado que para a
relacdo siringil/guaiacil os clones E. grandis e o hibrido E. grandis x E. urophylla apresentaram
menor relacdo S/G em clones com sintomas de DFE. Ressaltando que a forma de como foi
obtida essas concentracOes foram diferentes. Neste mesmo trabalho com clones de fenétipo
contrastante quanto ao DFE a relacdo S/G foi obtida pelo oxidacdo da serragem em
nitrobenzeno e, ainda que uma ordenacdo dos clones semelhante, a relacdo S/G foi
aproximadamente a metade dos valores obtidos por pirdlise.

Devido ao relato de fendlicos presentes nas folhas de eucaliptos divergentes quanto a
tolerancia ao déficit hidrico (DIAS et al., 2017; DIAS et al., 2023) e DFE (CAETANO-
MADEIRA et al., 2023), € possivel que a andlise isolada de compostos fendlicos por pirdlise
como o 4-metilguaiacol seja vidvel. Deve-se, entretanto, observar a repetibilidade para a
obtencdo destes dados. As amostras de lenho dos clones tolerantes apresentaram valores médios

deste composto (1,49) superiores aos atribuidos as amostras de clones moderadamente tolerante
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(0,76) e os suscetivel (0,87) (Apéndice, Tabela 6). O mesmo padrdo foi observado para as
amostras de casca (Apéndice, Tabela 5). De acordo com Zabka e Pavela (2013) esse composto
fendlico se destaca por apresentar propriedades fungicidas, e também por ser um composto
volatil extraido da madeira e originado como produto da degradacdo da lignina
(GHADIRIASLI et al., 2019).

As plantas produzem uma grande variedade desses metabolitos secunddrios.
Considerando a diversidade quimica dos compostos fendlicos também € esperado que
desempenhem funcdes diversas e importantes nos vegetais. Em particular, sdo tidos como
altamente especificos e desempenham papel importante na evolug¢do das plantas (BORGES e
AMORIM, 2020), como a atividade antioxidante (AGATIA et al., 2012; SANTOS et al., 2017).

Virios pesquisadores ja comprovaram a importancia de se estudar esses compostos
fendlicos em varias espécies e em ambientes de estresses. Velloso et al. (2009) observaram que
o estresse hidrico e variacdes de temperatura causaram alteracdes na producdo desses
metabolitos. Selmar e Kleinwichter (2013) afirmam que as concentracdes de metabdlitos
secundérios aumentam significativamente em planta em condi¢des de seca. Trabalhos que
avaliaram a resposta de plantas medicinais submetidas ao estresse hidrico demonstraram
significativa influéncia na producdo de compostos secundidrios (BORTOLO et al., 2009;
ALVARENGA et al., 2011). De acordo com Sousa e Sousa (2017), as plantas submetidas ao
estresse hidrico tendem a produzir mais metabdlitos secundérios, principalmente, os compostos
fendlicos e isso se deve a uma forma de defesa que as plantas desenvolvem para se adaptar ao
estresse hidrico.

A pirdlise rdpida da lignina pode produzir mondmeros dos compostos fendlicos em
diferentes condi¢des de reacdo (HU et al., 2018; ZHAO, et al., 2021). Esta pode ser uma
estratégia eficaz para sua valorizagdo por causa da fraca estabilidade da ligacdo em altas
temperaturas e por ser um processo que pode converter eficientemente biomassa lenhosa
(LENG et al., 2022; MOHAN et al., 2006). Por outro lado, a estrutura altamente polimerizada
e complexa da lignina pode ser uma dificuldade para esta andlise (YUAN et al., 2022).

Na pirdlise, espera-se que materiais genéticos (clones), com maior teor de lignina e
maior propor¢do de unidades guaiacil, sejam mais resistentes a degradacdo, ocasionando maior
eficiéncia da transformacdo da madeira em carvio vegetal (ARAUJO, 2015). Sendo a relagio
siringil/guaiacil podendo ser estabelecida como um parametro global da qualidade tecnoldgica
da madeira, capaz de auxiliar nos processos de selecdo de clones de eucalipto (SANTOS, 2010).
Castro et al. (2013) utilizaram a relagdo siringil/guaiacil da lignina da madeira como parametro

de classificacdo de clones de Eucalyptus para a finalidade energética.
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As diferengas nos teores e estrutura de lignina entre madeira e casca tém sido relatadas
em poucos estudos, Lourenco et al. (2015) estudando a caracterizagdo de lignina em cerne,
alburno e casca de Tectona grandis utilizando Py—GC-MS, observaram que a lignina da casca
demonstrou ter uma composi¢do semelhante a lignina de madeira e com uma relagdo S/G
também semelhante. Costa et al. (2014) avaliando o impacto do processamento quimico na
lignina da madeira de E. globulus e comparacdo com lignina da casca, verificaram que a lignina
da casca é semelhante a lignina da madeira. Ambos autores ressaltaram a necessidade de mais
conhecimentos dos componentes estruturais, principalmente, da casca. A variagdo dos
compostos fendlicos também resultou em um diferente potencial antioxidante das amostras de
E. grandis de acordo com a procedéncia das amostras (SANTOS et al., 2017). Isto mostra um
efeito do ambiente na producdo dos fendlicos pelas plantas e, por sua vez, podendo contribuir
com as respostas destes individuos a gatilhos de estresse ambiental.

A mensuracao de variagdes de fendlicos podem atuar como biomarcadores de estresses
ao fornecem uma ferramenta objetiva para detectar, monitorar e informar como no contetido de
metabolicos que sdo marcadores informativos e sendo capazes de discriminar condi¢des de
estresse € nao estresse (MUNNE—BOSCH e VILLADANGOS, 2023). Além disso, ha o
potencial de uma estimativa rdpida e de baixo custo do estado fisiol6gico geral de uma planta
estressada.

As notas atribuidas as plantas amostradas (FDO) estdo correlacionadas de forma
significativa com as notas atribuidas aos clones de acordo com os dados empiricos e
observacodes nas dreas de plantio comercial (FDE) (Tabela 7). Apesar dos dados de pirdlise
serem menos informativos devido a falha na identificacdo dos compostos, verificamos que ha
uma correlagcdo positiva e significativa entre a relagcdo S/G da casca com FDE, sugerindo a
relacdo dos fenodlicos na casca apresentar um potencial de informagdo. Deve-se considerar que
o mesmo nao foi observado para a relacdo S/G do lenho (SGW). Observa-se que quanto mais
compostos deixaram de ser identificados na casca, maior foi a nota do distirbio. A relagdo e
identificacdo destes compostos pode ser importante para a identificacdo ou delinear novos
aspectos relacionados a tolerancia ao DFE. A falha na identificacio destes compostos
apresenta-se como aspecto negativo para o uso da pirdlise, sendo necessdario a utilizacdo ode
outras técnicas visando maior seguranca das andlises. Observamos também a auséncia de uma
correlacdo significativa entre o nimero de compostos detectados e os ndo identificados na
casca, enquanto os mesmos valores observados para o lenho apresentaram uma correlacao
positiva. Este € um comportamento que aponta um comportamento diferente dos compostos

detectados na casca e no lenho (Tabela 7).
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As maiores notas de DFE para as maiores razdes de fragmentos de siringil em relacio
guaiacil, pode ser relacionado aos efeitos desta relacdo na composicdo da lignina e na parede
celular de células lignificadas no floema, como células de esclerénquima. Alternativamente,
estes compostos podem estar presentes em uma forma solivel.

Em amostras de lenho, a menor relacdo S/G da lignina pode ser relacionada ao maior
rendimento gravimétrico da carbonizacdo (SOARES et al., 2014; PEREIRA et al., 2013). O
significado desta relagdo nas amostras de casca ainda precisa ser definido. Entretanto, com base
em amostras de lenho, a relacdo S/G ndo se correlacionaram com a lignina soldvel, lignina
insoludvel, lignina total, teor dos componentes elementares C, H e O, teor de extrativos e poder
calorifico superior da madeira (PCS) (ARAUIJO et al., 2016). De acordo com estes autores, a
relagcdo S/G apresentou correlacdo positiva e significativa com o teor de nitrogénio e ao teor de
materiais voldteis no carvao vegetal. Vale ressaltar que a concentracdo de nitrogénio nas folhas
foi uma das caracteristicas que puderam ser relacionadas positivamente a tolerancia ao déficit
hidrico (CORREA et al., 2023) e disttirbio do eucalipto (CORREA et al., 2017; CAETANO-
MADEIRA et al., 2023), a partir de amostras foliares.

Figura 3 - Distribuicdo das notas para ocorréncia de DFE, nas amostras dos clones com os
fendtipos tolerantes, moderadamente tolerantes e suscetiveis. (Dados coletados a partir dos
individuos avaliados em érea experimental da Suzano A.S., dados avaliados no momento da
coleta a partir do individuo coletado representativo de uma parcela avaliada).

1,5 1

Tolerante Moderadamente tolerante suscetivel

Avaliacdo distirbuio (amostras)

Fendtipo
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Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia das notas de DFE de acordo com o histdrico nas
areas de plantio comercial (FDE), notas observadas para as plantas amostradas (FDO), a relacao
siringil/guaiacil da casca (SGB) e siringil/guaiacil no lenho (SGW).

FV GL F
FDO SGB SGW
Fenotipos 2 11,982%*  7,330%* 2,694"
Blocos 2 0,0001™ 2,124 1,642
CV (%) 29,50 27,38 36,91

™ ndo significativo, * significativo a 5%, ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F, FV: fonte de variagao,
GL: graus de liberdade, CV: coeficiente de variacdo.

Tabela 4 — Relacdo das notas de DFE de acordo com o histdrico nas dreas de plantio comercial
(FDE), notas observadas para as plantas amostradas (FDO) e a relagdo siringil/guaiacil da casca
(SGB) e siringil/guaiacil no lenho (SGW) dos fendtipos de eucalipto divergentes quanto a
ocorréncia de DFE. Fen6tipos seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade.

Fenotipos FDO SGB SGW
Tolerante 0,22a 1,21a 4,38a
Moderadamente tolerante  0,11a 1,84b 5,39a

Suscetivel 1,67b 1,99b 6,58a
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Tabela 7 — Correlagdes de Spearman entre as notas observadas para as plantas amostradas
(FDO), notas de DFE de acordo com o histérico nas dreas de plantio comercial (FDE) e a
relacdo S/G (SGB e SGW), nimero de compostos detectados (BC e WC) e nimero de
compostos detectados e nao identificados (BNI e WNI), na casca (B) e no lenho (W),

respectivamente.
FDE FDO SGB BNI BC SGW WNI WC
FDE —
FDO 0.602 *** —
SGB 0.542 ** 0.256 —
BNI -0.595™*  -0412% 04117 —
BC -0.300 -0.546 ** -0.548** 0.375 —
SGW -0.326 -0.271 0.039  -0.134 0.028 —
WNI -0420%  -0497**  0.290 0.279 -0.053 0.271 —
WC -0.150 -0.217 0.309  -0.031 -0.106 0.240 77 *** —
Nota. * p < .05, #* p < .01, #** p < 001
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4. CONCLUSOES

A pirdlise de amostras de eucalipto é rdpida e barata, gerando dados que tem potencial
para contribuir para a compreensdo do distirbio fisioldgico do eucalipto;

A repetibilidade dos fragmentos quimicos gerados € falha;

A relacio S/G e alguns dos residuos fendlicos pode ser associada a gendtipos
divergentes quanto a tolerancia ao DFE com base na andlise de amostras de casca e lenho;

A relagdo S/G apresentou correlagdo positiva e significativa com as notas de DFE

esperadas para os clones nas dreas de plantio comercial.
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CAPITULO 11

ANALISE BROMATOLOGICA DA CASCA E LENHO DE CLONES DIVERGENTES
QUANTO A TOLERANCIA AO DISTURBIO FISIOLOGICO DO EUCALIPTO

RESUMO

As florestas plantadas de eucalipto sdo responsdveis por produtos desde a construcio civil,
producdo de pasta de celulose, indudstria quimica e outros, o que contribui para a importancia
do setor florestal no PIB brasileiro. Apesar se sua boa adaptacdo as condi¢des de solo e clima
no Brasil, a cultura do eucalipto encontra desafios como o distdrbio fisiolégico que € associado
a estresses abidticos. A sintomatologia do distirbio envolve lesdes, intumescimento e
trincamento de casca e galhos, além de super brotagdo, abscisdo foliar e até a morte da planta.
A auséncia de informag¢des adicionais da casca, onde sd@o observados alguns dos sintomas,
associadas a tolerancia ou a suscetibilidade dos clones de eucalipto nos levaram a condugio
deste experimento. Clones comerciais de eucalipto foram selecionados com base em sua
resposta e ocorréncia do distirbio fisiolégico em condicdes de campo. Um experimento de
campo, realizado em delineamento de blocos casualizados compostos por 30 clones foi
utilizado onde foram selecionados 9 genétipos com base nos fenétipos divergentes. Trés arvores
por clone foram amostradas ao longo do fuste nas posi¢des do DAP (diametro a altura do peito),
50% e 75% da altura total. A classificagdo e dados histéricos do comportamento dos clones e
as notas de DFE atribuidas as 4rvores amostradas foram utilizadas como referéncia para
comparagdo e avaliacdo das varidveis quimicas. A concentracdo de carboidratos soliveis
(totais, redutores e nao redutores) e amido, fendlicos e aminoacidos totais e de acido caféico,
quercetina e acido gilico foram determinadas em amostras de casca e lenho de clones
divergentes quanto a tolerdncia ao DFE. As andlises foram feitas a partir de amostras
processadas para andlise nutricional. As metodologias para quantificacdo dos compostos,
enzimadtica e colorimétrica para os carboidratos, colorimétrica para fendlicos e aminoacidos
totais, laboratoriais como o pH e condutividade elétrica e HPLC para os fendlicos, bem como
a obtencdo das amostras visaram a rapidez na obtencdo dos dados. Algumas propriedades
quimicas da casca e lenho puderam ser associadas a tolerancia ao distirbio fisiolégico do
eucalipto. CorrelacOes significativas da condutividade elétrica, pH, aminodcidos totais,
fendlicos como 4cido caféico, quercetina e dcido galico mostram serem importantes na resposta

das plantas aos gatilhos que favorecem o distirbio. O pH da solugao/filtrado de amostras da
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casca e lenho proporcionaram diferencas significativas que podem contribuir para a

diferenciacdo dos gendtipos divergentes quanto a ocorréncia do distdrbio.

Palavras chave: DFE. Composi¢dao quimica. Fen6licos. Melhoramento de plantas.
Bromatologia.
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CHAPTER II

BROMATOLOGICAL ANALYSIS OF BARK AND WOOD OF DIVERGENT
CLONES TO THE TOLERANCE TO THE EUCALYPT PHYSIOLOGICAL
DISORDER

ABSTRACT

Planted eucalyptus forests are responsible for various products ranging from civil construction,
cellulose pulp production, chemical industry and others, which contributes to the importance of
the forestry sector in the Brazilian GDP. Despite its good adaptation to soil and climate
conditions in Brazil, eucalyptus cultivation faces challenges such as physiological disorders
that are associated with abiotic stresses. The symptomatology of the disorder involves lesions,
swelling and cracking of bark and branches, in addition to over sprouting, leaf abscission and
even death of the plant. The lack of additional information from the bark, where some of the
symptoms are observed, associated with the tolerance or susceptibility of the eucalyptus clones
led us to conduct this experiment. Commercial eucalyptus clones were selected based on their
response and occurrence of physiological disturbance under field conditions. A field
experiment, carried out in a randomized block design consisting of 30 clones in a commercial
plantation, was used where 9 genotypes were selected based on divergent phenotypes. Three
trees per clone were sampled along the stem at the positions of DBH (diameter at breast height),
50% and 75% of the total height. The classification and historical data on the behavior of the
clones and the EPD scores assigned to the sampled trees were used as a reference for
comparison and evaluation of the chemical variables. The concentration of soluble
carbohydrates (total, reducing and non-reducing) and starch, phenolics and total amino acids
and caffeic acid, quercetin and gallic acid were determined in bark and wood samples from
clones divergent in terms of tolerance to EPD. The analyzes were carried out using samples
processed for nutritional analysis. The methodologies for quantifying the compounds,
enzymatic and colorimetric for carbohydrates, colorimetric for phenolics and total amino acids,
laboratory methods such as pH and electrical conductivity and HPLC for phenolics, as well as
obtaining the samples aimed to quickly obtain data. It was found that there are chemical
properties of the bark and wood that can be associated with tolerance to the physiological
disorder of eucalyptus. Significant correlations of electrical conductivity, pH, total amino acids,

phenolics such as caffeic acid, quercetin and gallic acid show that they are important in the
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plants' response to triggers that favor the disorder. The pH of the solution/filtrate of bark and
wood samples provided significant differences that may contribute to the differentiation of

divergent genotypes regarding the occurrence of the disorder.

Keywords: EPD. Chemical composition. Phenolics. Plant breeding. Bromatology.
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1.INTRODUCAO

A cultura do eucalipto é importante em diversos setores em nivel mundial e nacional
(FAO, 2023; IBA, 2023), onde a construgdo civil, eletricidade, alimentos e bebidas, sdo
evidenciadas no cendrio brasileiro (IBA, 2023). Produtos como a biomassa lignocelulésica de
destacam em meio a aplicacOes mais recentes na producdo de combustiveis e bioquimicos
(YOGALAKSHMI et al., 2023). O setor florestal também apresenta potencial para reduzir
impactos negativos ao ambiente (SEMBRIRING et al., 2020), novas tecnologias e produtos
dentro de uma economia circular (ETC/CE, 2023). A contribui¢do do setor correspondeu a 6,3%
do PIB brasileiro, equivalendo a 260 bilhdes de reais e se destacando como maior exportador
de celulose no mundo, com uma movimentagao de 8,4 bilhdes de délares em 2022 (IBA, 2023).
Neste mesmo ano no Brasil, tivemos em 9,94 milhdes de hectares plantados, dos quais, 76%
com eucalipto (IBA, 2023).

O consumo e o comércio de produtos de madeira serdo afetados em vista as mudancas
climéticas previstas que indicam aumento no periodo de secas e acréscimos na temperatura
(IPCC, 2014; VIRTUOSO, 2018; FLORENCIO et al., 2022). Dentre os estresses abidticos, o
déficit hidrico tem destaque (MUELLER-DOMBOIS, 1986; WHITE et al., 1998; CARNICER
et al., 2011; PICOLI et al., 2021), devido o potencial de ocasionar o DFE (FENSHAM e
HOLMAN, 1999; JURSKIS, 2005; CORREA et al., 2017; CAETANO-MADEIRA et al., 2023)
e provocar perdas na produtividade (FRACASSO et al. 2016; TESHOME et al., 2020).

A sintomatologia externa do disturbio fisioldgico do eucalipto envolve lesdes e
descoloragdo, intumescimento e trincamento da casca e galhos, super brotagao, bifurcacao da
haste principal, abscisdo foliar e até a morte da planta (ALFENAS et al., 2009; ALMEIDA, et
al., 2022). Adicionalmente, ha efeitos negativos como menor desenvolvimento das plantas e de
cerne (CAMARA et al., 2020), reducio da qualidade da madeira e rendimento de polpa
(CAMARA et al., 2018; RODRIGUES et al., 2022) e aumento da quantidade de extrativos e
lignina (RODRIGUES et al., 2022).

Considerando estas moléculas serem fidedignas ao fendtipo exibido pelo organismo e
expressarem a unido de fatores genéticos e ambientais (SILVA, 2020), o estudo dos metabdlitos
apresenta potencial de informacdes para melhor compreensdo do distirbio e selecao de clones.
O estudo de materiais mais e menos suscetiveis ao distirbio em condi¢des de plantios
comerciais proporcionou a identifica¢do de caracteristicas que puderam ser associadas a clones
mais tolerantes (CORREA et al., 2017, ANDRADE-BUENO et al., 2020; ALMEIDA et al.,
2022; CAETANO-MADEIRA et al., 2023).
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Caetano-Madeira et al. (2023) observaram a ocorréncia de ajustes estruturais,
fisiolégicos e metabdlicos que sdo contrastantes nas respostas dos clones de eucalipto mais e
menos tolerantes ao estresse. Os autores observaram uma redugdo em caracteristicas de
crescimento como o didmetro do caule e matéria seca sdo observadas no material suscetivel,
enquanto hd uma interacdo da quantidade de boro e cdlcio e diferencas significativas
metabolitos entre os materiais divergentes para a tolerancia ao disttrbio.

DIAS et al. (2023) relataram o actimulo de arginina, 4cido gélico e caféico em clones
tolerantes e reducdo de glicose, inositol e dcido shiquimico em clones suscetiveis de eucalipto
conduzido sob estresse hidrico foi relatada como um aspecto diferencial do metabolismo destes
gendtipos que permitiu sua discriminagdo e melhor compreensdao do fendtipo tolerante. De
forma complementar, maiores teores de carboidratos ndo-estruturais foram associados a menor
perda de biomassa de madeira e, portanto, potenciais indicadores de estresse em clones de
eucalipto (PIZZI, 2016). Santos et al. (2017) verificaram que ha variacdo e compostos fendlicos
e do seu potencial antioxidante em amostras de eucalipto de acordo com sua procedéncia. A
existéncia de mecanismos de resposta comuns ao déficit hidrico e distarbio fisiolégico (PICOLI
et al., 2021; CAETANO-MADEIRA et al., 2023) corrobora para a ocorréncia diferenciada de
metabolitos na casca e lenho para a identificacdo de clones de eucalipto mais tolerante ao DFE.

A selecio em programas de melhoramento florestal prioriza as caracteristicas de
interesse, como volume de madeira, forma do tronco da arvore, qualidade da madeira para usos
multiplos e tolerancia aos estresses abidticos (SOUZA, 2016). Idealmente, os biomarcadores
devem ser confidveis, reprodutiveis, informativos, de acesso facil e rapido, além de refletir a
capacidade das 4rvores responderem e se adaptarem aos estresses ambientais (PICOLI et al.,
2021). Devido a especificidade de deteccio HPLC (WALLIS e FOLEY 2005; MIRANDA et
al., 2016; SANTOS et al., 2017) e praticidade para a detec¢do de carboidratos em amostras
lenhosas por colorimetria (CHOW e LANDHAUSSER 2004; RAZOUK et al., 2022) foram
utilizadas nesta abordagem.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de associar compostos quimicos, obtidos a
partir de amostras de casca e lenho, e os associar ao fendtipo de tolerancia ao distirbio
fisiolégico do eucalipto (DFE). Adicionalmente, serdo gerados dados complementares as
respostas de clones de respostas divergentes a um conjunto de fatores ambientais favoraveis ao

DFE.
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2. MATERIAL E METODOS
1.1 Local de conducao

O plantio experimental avaliado foi conduzido no distrito de Itabatd, municipio de
Mucuri no Sul da Bahia/BR entre 2015 a 2020, 5 anos. O local possui clima caracterizado como
Aw (tropical com inverno seco) e apresentou, entre os anos de 2017 e 2020, temperatura média
do ar de 24°C, precipitacdo de 915 mm ano™!' e déficit hidrico de 380 mm ano™!. Os dados
mensais de precipitacdo (mm), temperatura (°C) e déficit hidrico (mm) ao longo de 4 anos de

plantio sdo apresentados na Figura 1.

Figura 2 - Dados mensais de temperatura (°C), precipitagdo pluviométrica (mm) e déficit
hidrico (mm), no periodo de 2017 a 2020 em Mucuri, Bahia, Brasil.
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Fonte: ALMEIDA et al. (2022).

1.2 Coleta do material

A coleta do material € vinculada ao projeto de pesquisa “Descri¢do anatomica de folhas
e caules de clones semicomerciais da Suzano S.A.” que tem o objetivo de caracterizacdo e
descri¢do da anatomia da folha, casca e lenho de amostras de clones de interesse da Suzano
S/A, mantidos em dreas de plantios comerciais ou experimentais. A escolha da drea foi baseada
na proximidade da fabrica e por ser uma drea com proposito comercial e experimental, com
registro de ocorréncia do DFE, utilizada para a avaliacdo de clones do programa de
melhoramento da empresa (Figura 2A).

As coletas foram realizadas em parcelas de um experimento instalado em uma drea de
plantio experimental da Suzano S.A. que apresenta histérico de ocorréncia do distirbio. O

delineamento experimental foi composto por 4 blocos para a avaliacao de 30 clones, dos quais
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foram selecionados nove genétipos (clones) de acordo com histérico de incidéncia do distirbio
nos stands comerciais variando de mais tolerante, intermediariamente tolerante e suscetivel. Os
critérios e classificacdo dos clones sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2. Trés (3) dos 4 blocos
originais foram amostrados, sendo o quarto bloco preservado de acordo com o planejamento do
experimento pela empresa. Os blocos foram originalmente compostos por 6 plantas, a partir dos
quais uma arvore viva e representativa de cada bloco foi derrubada para amostragem e avaliacao
em cada unidade experimental designada para a amostragem. Para efeito de coleta, arvores
mortas foram desconsideradas. Os individuos escolhidos para a amostragem eram
representativos (média) das demais plantas em cada parcela, em termos de crescimento e
ocorréncia do distirbio.

Discos de aproximadamente 5 cm do caule de cada um dos nove clones de Eucalyptus
spp. foram coletadas nas alturas do DAP, 50% e 75% da altura comercial (Figura 2B e 2C). No
momento da coleta, as drvores foram classificadas quanto a severidade do distdrbio fisiolgico
nos individuos amostrados seguindo os critérios descritos na Tabela 1 e de acordo com seu
registro historico de ocorréncia do distirbio nos plantios comerciais da empresa. A Suzano S.A.
forneceu os dados da estimativa de ocorréncia do distirbio nos clones em outras areas de plantio
comercial e a classificacdo do fenétipo dos clones adotada de acordo com o histérico de
ocorréncia de DFE nas demais dreas da empresa.

As amostras de cascas e lenhos secos foram mantidas em comodo aberto com ventilacado
natural e sem incidéncia de luz solar direta. Apés um periodo de em torno de 5 dias, as amostras
foram separadas em cascas e lenho das arvores amostradas, sendo as amostras compostas
constituidas pelo material de cada planta nas 3 alturas (DAP, 50% e 75% da altura comercial).

As amostras de casca e lenho foram moidas separadamente em moinho de facas,
peneiradas em condi¢Oes ambientes, protegidas da luz solar e até equilibrio higroscopico. As
amostras moidas foram fracionadas e peneiradas em sistema vibratdrio com peneiras padrao e
a fracdo entre 40-60 mesh (0,425-0,250 mm) coletada para andlise quimica nutricional. Parte
das amostras foram reservadas, secas em estufa a 50-55 °C até peso constante e mantidas em
recipientes fechados até a andlise (Figura 2D). As demais andlises nutricionais, crescimento e

de anatomia da casca serao discutidos em outro momento.

1.3 Analise de parametros laboratoriais e quimicos (colorimetria e enzimas)

Amostras compostas de casca e lenho de cada um dos clones foram analisados por

colorimetria e reacdo enzimadtica para a quantificacdo de actcares redutores, ndo redutores e
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totais. A determina¢do de amido, fendlicos e aminodcidos totais foi realizada somente por

analise de colorimetria.

Tabela 1 - Classificacdo dos clones de Eucalyptus em relagdo a severidade do distirbio
fisiologico baseado na observagdo de sintomas.

Nivel Sintomas
Nivel 0 Plantas assintométicas.
) Lesdo superficial deprimida, trincamento e ligeiro descolamento da casca
Nivel | (“escamagdo”), aleatoriamente distribuidos no tronco ou nos galhos.
Queima do terco basal da copa, trincamento da casca e intumescimento em
Nivel 2 pontos especificos do caule ou aleatoriamente distribuidos ao longo da haste
principal ou dos ramos.
Seca de ponteiros, bifurcacao do tronco principal, superbrotacdo, formacao de
Nivel 3 casca corticosa e liberacdo de casca (periderme exofildtica) e edemas
(calosidade ou lixa) foliares.
Nivel 4 Secamento da copa e morte da planta.

Fonte: ALMEIDA et al. (2022).

Tabela 2 — Relacdo das amostras, fendtipo e espécies dos clones comerciais e informacdes do
histérico de ocorréncia do DFE nos campos de plantio comercial da Suzano S.A.

Clone/amostra fendtipo espécie/cruzamento

1 tolerante E. urophylla

2 tolerante E. urophylla

3 tolerante E. grandis x E. urophylla
4 semi-tolerante E. grandis

5 semi-tolerante E. grandis x E. urophylla
6 semi-tolerante E. grandis x E. urophylla
7 mod-suscetivel E. grandis

8 Suscetivel E. urophylla

9 suscetivel E. grandis
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Figura 1 — Visdo geral do plantio e amostras das cascas e caules de eucalipto. A) visdao geral
da 4rea de plantio da empresa onde foi conduzido o experimento; B) posicdes na planta
derrubada onde se coletaram as amostras — DAP, 50% e 75% da altura comercial das arvores,
que compuseram a amostra composta para as andlises; C) detalhe de uma amostra drvore
derrubada e medi¢do para determinar os pontos de coleta; D) delimitacdo da casca e xilema a
serem avaliados; E) Amostras da casca (CA12) e lenho (LA23).

Carboidratos solaveis (colorimetria e método enzimatico)

Para a quantificacdo de carboidratos ndo redutores (DUBOIS et al., 1956), foi pesado 1
g de material vegetal, fervido com etanol a 80% a 70°C por 30 min. Em seguida, a amostra foi
centrifugada por 10 min a 2000 rpm e, assim, o processo foi repetido trés vezes. Apds a
repeticao, as amostras foram armazenadas em um congelador a 4°C. Em seguida, as amostras
foram adicionadas em uma solucdo de 4cido fendlico a 5% com 4cido sulfurico concentrado e
deixadas em banho-maria a 30°C por 20 min antes de serem analisadas em um
espectrofotometro a 490 nm.

Na quantificag¢do de carboidratos redutores (GONCALVES et al., 2010 - Método DNS
Adaptado), foi preparada uma solucao de frutose a 0,2% e 5 g de 4cido DNS (4cido 3,5-dini-
trosalicilico 98%), que foi misturada com 250 ml de dgua destilada a 80°C. A solucdo foi mis-

turada com 100 ml de NaOH (2N). Apds a mistura, foram adicionados 150 g de tartarato de
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sddio e potéssio 4-hidratado. O ensaio foi realizado com a mistura de 500 ug de casca ou ma-
deira e 500 ul de DNS, agitados e fervidos por 5 min em banho-maria, resfriados em gelo e
adicionados a 4 ml de dgua destilada. Apds a execugdo desses processos, o substrato foi anali-
sado em espectrofotdometro (BioTek, Winooski, EUA) a 540 nm. Os valores de acticares foram
expressos em mg g, enquanto os valores de amido, fenélicos e aminoacidos totais foram ex-
pressos em g 100g™!.

Os carboidratos totais e redutores foi realizado com kits de deteccdo de glicose (Glucose
and sucrose Colorimetric/Fluorimetric Assay Kit, Sigma-Aldrich) de acordo com as especifi-
cacoes do fabricante. A concentracdo de aguicares estimada por colorimetria foi expressa em
mg uL! e a concentragio de acticares estimada por reacdo enzimética em mg uL!.

Quantificacao de amido

O método descrito por McCready et al. (1950) foi adotado para a quantificacdo do
amido. A partir do residuo obtido da extracdo de acticares totais, foram adicionados ao material
seco 2,5 mL de dgua desionizada e 3,5 mL de acido perclérico 52%, em tubos de centrifuga.
Os tubos foram agitados e mantidos em repouso por 30 min. O sobrenadante obtido apds cen-
trifugacdo a 2000g foi recolhido em provetas de 25 mL. Essa etapa foi repetida 3 vezes, com-
pletando-se o volume das provetas para 25 mL com dgua desionizada. A quantificacdo de amido
foi feita da mesma maneira que a quantificacdo de agucares soldveis totais, de acordo com
Dubois et al. (1956), sendo o resultado multiplicado pelo fator de corre¢do 0,9 e expressa em
% amido. A concentra¢do de amido foi expressa em g 100g™.

Fenolicos soliiveis totais

Um grama de amostra foi tratado com metanol 100% (10 mL) em banho ultrassénico
por 30 min. Os extratos foram filtrados em Whatman n° 1 e concentrados até a secura. O con-
teddo fenolico total (CPT) foi determinado pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu A
determinagdo de fendlicos totais foram avaliados pelo método de Fu et al. (2010) com modifi-
cacoes. Cerca 30 pLL da amostra foi adicionada de 100 pL do reagente Folin-Ciocalteu 10%
(v/v) por 10 min em condi¢des ambiente sem luminosidade. Em seguida 80 pL de Na>COs
(7,5%) foi adicionado ao meio reacional e deixado em repouso por 30 min a temperatura ambi-
ente. A absorbancia foi medida a 760 nm e a concentragdo estimada a partir do padrdo acido
gdlico em mg EAG 100g!. A concentracdo de fendlicos totais foi expressa em g 100g™".

Aminoacidos totais

A concentracdo de aminodcidos totais foi determinada de acordo com a metodologia de
Moore e Stain (1948). O extrato etandlico foi incubado em um meio contendo tampao citrato

(1M + 0,2 % de acido citrico) e ninidrina 1% (p/v) por 20 min a 95 °C. A absorbancia foi lida
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em espectrofotometro (BioTek, Winooski, EUA) a 570 nm e a concentracdo estimada com base
na curva de calibragdo com glicina. Os aminoécidos totais foram expressos em mmol kg™!.

Afericao de pH e condutividade elétrica

Em relacdo a quantificacao do pH e condutividade elétrica, as amostras foram pesadas
em 0,1 g de material vegetal e deixadas em repouso em dgua destilada durante a noite. Em
seguida, as amostras foram aferidas em um medidor de pH e um equipamento de condutividade
elétrica (Digimed, modelo DM-31) e os resultados foram anotados em uma planilha. Os dados
de condutividade elétrica foram expressos em puS/cm. As medidas foram realizadas uma ou

duas vezes para efeito de aferi¢do ou até obtencdo de valores de leitura constantes.
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1.4 Analise de HPLC

As amostras foram pesadas e 100 mg de biomassa foi moida/triturada em um microtubo
de 2 mL. Um volume de mL da solu¢do de extracdo (metanol:isopropanol: 4cido acético
(20:79:1)) foi adicionada ao microtubo. O conteido dos recipientes foi agitado com 2 esferas
metélicas por 5 min no Tissuelyser (Qiagen), com a frequéncia de 30 agitacdes seg!. Essa etapa
foi repetida por 3 vezes e as amostras mantidas em gelo em um intervalo de 5 min. As amostras
foram centrifugas por 2 vezes (14 000 x g, 10 min, 4 C). Os Sobrenadantes foram coletados e
filtrados em membranas de 0.22 um. As amostras foram armazenadas em — 20 °C até o momento
da aplicagdo.

As concentracoes dos compostos fendlicos foram determinados por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (Cromatégrafo LC-20A Prominence
Shimadzu, Japdo) equipado com SPD-20A, com comprimento de onda a 325 nm e coluna
Kinetex C18 100 A (250 x 4,6 mm, Torrance,Califérnia, USA). A eluicao foi feita em gradiente,
como fases moéveis tivemos 4cido acético 0.1 % em 4gua ultrapura (solvente A) e acetonitrila
(fase B). O fluxo de foi de 1 mL min™".

O inicio com 5 % do agente carreador (fase B) ocorreu, até 3 minutos, de 3- 15 min
ocorreu uma rampa até 15 % de B, de 15-35 min foi até 50 % de B, 36 min 95 % de B até 40
min e ao 40, 5 % de B, mantendo até 42 min. Foram injetados 10 ul de cada amostra.

Os fendlicos identificados foram confirmados comparando seu tempo de retengdo,
espectro e adi¢ao da solug@o padrio ao extrato. A quantificacdo de fendlicos por HPLC-UV foi
obtida pelas curvas de calibracdo com injecdo de solugdes padrao de acidos caféico, dcido
galico e quercetina. A concentracdo de quercitina, dcido caféico e 4dcido galico foram expressas

em mg mL".

2.5. Analise histoquimica — histolocalizacao do amido

As amostras de casca, fixadas e mantidas em solucdo de etanol 70%, foram
subamostradas em segoes retangulares de lado médio de 4-8 mm. As amostras consistiram de
casca, cambio e um pequeno fragmento de tecido secundario do xilema. As amostras foram
desidratadas em série etilica graduada crescente e incluidas em metacrilato (Historesin — Leica)
de acordo com as recomendagdes do fabricante, com adaptacdes. O periodo de embebicao foi
estendido para 8 semanas e a historesina renovada trés vezes. Durante esse processo, as

amostras foram submetidas ao vacuo e mantidas a 8°C.
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As mostras foram emblocadas e seccionadas em micrétomo rotativo (RM2265 — Leica).
Os cortes foram corados com azul de toluidina (O’Brien et al, 1964) ¢ montados em laminas de
vidro com resina sintética (Permount). As andlises histoquimicas foram realizadas com reagente
de Lugol (Johansen, 1940) e reacdo periddica 4cido-Schiff (PAS) (McManus, 1948) para
deteccao de amido. As andlises com azul de toluidina e Lugol foram utilizadas como referencial
de localizacio do amido nos tecidos. As imagens foram obtidas e observadas em
fotomicroscopio (AX70 TRF, Olympus Optical, Téquio, Japao) com sistema U-PHOTO

conectado a uma camera digital (AxionCam Carl Zeiss, Gena, Alemanha).

2.6. Analise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk
e ao teste de homogeneidade de Levene. Posteriormente, realizou-se a andlise de variancia e,
quando verificados efeitos significativos, foram realizados testes de Tukey (p < 0,05) para
comparar as médias dos tratamentos. A andlise de correlagdo de Pearson foi realizada para todas
as varidveis, dados das notas de avaliacdo dos clones e gendétipo (espécie ou hibrido) dos clones

avaliados. Utilizou-se o programa RStudio® (Team, 2023) para as andlises estatisticas.
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

As varidveis bromatoldgicas amido total na casca (SB), condutividade elétrica da
solucdo de amostra do lenho (ECW), aguicares redutores da casca por colorimetria (RSBC) e
enzima (RSBE), agucares totais na casca por colorimetria (TSBC) e enzima (TSBE), acticares
nao-redutores na casca por enzima (NSBE), acticares redutores do lenho por enzima (RSWE)
e agucares totais do lenho por colorimetria (TSWC) ndo apresentaram diferenca significativa
entre os gendtipos testados (Apéndice, Tabela 3). Estas varidveis foram suprimidas dos
gréaficos, sendo apresentada somente a ANOVA (Apéndice, Tabela 3).

As varidveis agucares totais no lenho por enzima (TSWE), acicares nao-redutores no
lenho por enzima (NSWE) e acucares redutores do lenho por colorimetria (RSWC)
apresentaram diferencas significativas (Figura 3), entretanto, falharam na pressuposicao de
distribuicao normal. Considerando a impossibilidade da discriminacdo dos gendtipos tolerantes
dos suscetiveis com base nestas varidveis, optou-se por descarta-las para fim do estudo das
eventuais relacdes com a tolerancia ao DFE, com base nos testes de média. A andlise de HPLC
para a deteccdo de carboidratos soluveis foi realizada, mas sem sucesso na detec¢do destes
compostos (dados ndo apresentados). A forma com que as amostras foram processadas, secas a
temperatura ambiente parece ter contribuido para o consumo dos carboidratos nas amostras
durante o armazenamento. A diferenca de temperatura na conducdo das plantas mostrou ser
capaz de reduzir a concentragdes de acticares soluveis em amostras foliares (MOKOCHINSKI
et al., 2018). Estas observagdes nos levaram a optar pelo pelo descarte destas varidveis para os
testes de médias. Dado a expectativa dos tecidos de amostras de casca e lenho estarem vivos
por um tempo indefinido e apds a coleta, ndo hd como excluir a possibilidade de que a
concentracdo de agucares possa ter sido influenciada pelo processamento de secagem a
temperatura ambiente.

Em condi¢des severas, os principais compostos a sofrem mudangas no seu padrao de
distribuicao sao os carboidratos (HARTMANN; TRUMBORE, 2016; MOKOCHINSKI et al.,
2018). Mendes (2015) avaliou a fenotipagem para estudos de tolerancia a estresse abidtico com
foco no déficit hidrico em mudas de 3 hibridos de eucalipto, observou que ndo houve diferencas
nos teores de acticares redutores (AR) entre os hibridos. Mokochinski et al. (2018) relataram
alteracdes nas vias bioquimica sendo o metabolismo dos agicares mais afetado em amostras
foliares de espécies de Eucalyptus, com significativa reducdo de frutose e glicose com o
aumento da temperatura no qual as plantas foram mantidas. Os autores ressaltam que o estresse

ambiental, como temperaturas extremas, pode afetar significativamente o metabolismo das
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plantas de eucalipto, resultando em mudancgas na abundancia relativa de metabolitos primérios
e secunddrios. Isto é coerente com a falta de deteccdo de acucares soliveis por HPLC nas
amostras de casca e lenho, bem como pode justificar a menor consisténcia, falha nas
pressuposicoes de distribui¢cdo normal e homogeneidade dos dados de concentracdo de agtcares
observados por colorimetria (dados ndo apresentados/Apéndice).

A forma de processamento das amostras € um fator a ser considerado juntamente a
escolha de quais metabdlitos serdo utilizados nas avaliacdes. Caetano-Madeira et al. (2023) e
Mokochinski et al. (2018) processaram as amostras foliares as congelando imediatamente em
nitrogénio liquido sendo armazenadas 80°C, enquanto as amostras foliares de outros trabalhos
(DIAS et al., 2017; DIAS et al., 2023) foram secas em estufa a 55°C. Ainda assim, foi possivel
detectar diferencas significativas, de diferentes compostos, entre as amostras foliares de
eucalipto utilizadas nestes trabalhos e que foram relacionadas com sucesso com gendtipos
divergentes quanto ao déficit hidrico e ao DFE. Como nosso objetivo foi a obtencido de
informacdes de forma mais rdpida, a escolha por um processamento mais simples, como a
secagem ao ar, seguindo o processamento adotado para as andlises nutricionais (dados nao

apresentados) foi priorizado.

Figura 3 - Relacdo da concentracdo estimados por colorimetria, com a espessura de casca e
lenho para clones comerciais de eucalipto divergentes para o fendtipo de DFE. NSWE: acucares
nao redutores lenho enzima (A); RSWC: acticares redutores lenho enzima (B); TSWE: acticares
totais lenho enzima (C) em mg uL!. Clones: 1 a 3: tolerantes; 4 a 6: moderadamente tolerante;
7 a 9 suscetivel. Clones seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em
nivel de 5% de probabilidade.
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As demais varidveis apresentaram e distribuicdo normal e homogeneidade de variancias
seguindo com a ANOVA e a observacdo de diferencas significativas entre os clones avaliados
(Apéndice Tabela 3, Figura 4). A concentracdo de aminodcidos na casca (Figura 4A),
aminodcidos no lenho (Figura 4B), condutividade elétrica da solu¢do de amostras da casca
(Figura 4C), fendlicos totais na casca (Figura 4D) e amido total presente nas amostras do lenho
(Figura 4H) ndo permitiram a discrimina¢@o dos gendétipos tolerantes dos suscetiveis ao DFE
com base no teste de médias. Apesar de sua concentragdo total de aminodcidos nao diferenciar
os clones tolerantes dos suscetiveis, verifica-se diferencas significativas entre os clones (Figura
4A e 4B). Amino4cidos especificos podem ter papel diferenciado em relacdo a tolerancia a
estresses abidticos. A prolina, por exemplo, estd envolvida na prote¢do contra danos oxidativos
€ no ajuste osmatico, contribuindo para a sobrevivéncia das plantas em condicdes adversas,
capaz de mitigar os impactos da seca, do sal e do estresse térmico nas plantas, desempenhando
um papel multifacetado nas respostas aos estresses (GHAHREMANI et al., 2014).

No solo por outro lado, a condutividade elétrica alta pode ser relacionada a redu¢do do
potencial osmotico, requerendo um maior gasto de energia para absorver dgua e nutrientes
(PEDROTTI et al., 2015). Nessas condi¢des, a dispersdo de ions cations nas solucdes
promovem alteracdes na condutividade elétrica da dgua, podendo ocasionar distirbios
fisiologicos nas plantas e consequentemente podendo ocasionar estresse (OLIVEIRA, 2018).

Outras estratégias visando minimizar os efeitos adversos das condi¢des de estresse
abidtico estdo ligadas ao metabolismo de aminodcidos (HILDEBRANDT, 2018), como no
ajuste osmotico atuando como eliminadores de espécies reativas de oxigénio (BATISTA-
SILVA et al., 2019). Segundo Vital (2019) e Chan (2021), o teor de aminodcidos e a
condutividade elétrica ajudam na compreensdo das mudancas fisioldgicas e representam
estratégias adaptativas importantes na tolerincia das plantas a estresses abidticos, o que
auxiliam como indicadores promissores para os programas de melhoramentos.

Diante da complexidade da resposta das plantas aos diferentes fatores que podem
contribuir para a ocorréncia do DFE, vale apontar uma tendéncia de menores valores de ECB e
maiores valores de PB, PW e SW poderem ser relacionados aos clones tolerantes. Esta varidvel
pode também ser relacionada a osmoregulagdo dos tecidos. Alguns trabalhos (ADAMS et al.,
2005; ARNDT et al., 2008; ABID et al., 2009) relatam a presenca de osmolitos relacionada a
tolerancia ao estresse salino e déficit hidrico em eucalipto. Uma maior estabilidade de
membranas (WHITLOW et al., 1992; DEMIDCHIK et al., 2014; GUROVA e DENISYUK,

2021) nos tecidos dos clones tolerantes € uma explicacdo para os menores valores de



63

condutividade elétrica observados nos clones tolerantes em nosso trabalho, ainda que mais
observacdes sejam necessarias.

Os valores de pH da soluc¢do das amostras da casca e do lenho apresentaram diferengas
significativas e que foram capazes de separar nitidamente os clones tolerantes e suscetiveis
(Figuras 4E e 4F). Os clones parcialmente tolerantes apresentaram valores intermedidrios.
Minini et al. (2017) avaliando o residuo de madeira de eucalipto, verificou nas amostras de
casca o valor médio variando entre 4,27 e 4,96. Granda et al. (2011) avaliando as respostas
rapidas do clone C14 de Eucalyptus globulus ao estresse hidrico, relataram que além do pH ser
um dos primeiros a sofrer mudancas, ele ainda relata que o pH tendem a aumentar em situagdes
de privagdo hidrica. Além disso, valores de pH mais elevado sdo encontrados na madeira em
relacdo a casca devido ao seu maior teor inorgdnico (ROWELL et al.,, 2005). Este
comportamento foi relacionado a maior atividade cambial e da presenca de extrativos (MININI
et al., 2017), ainda que a maioria das espécies florestais, como na casca, apresentam pH
ligeiramente dcido (IWAKIRI, 2005).

Apenas o pH da solugdo/filtrado das amostras de casca e lenho, dentre as demais
varidveis analisadas nos testes de média foi suficiente para a identificacdo dos clones de acordo
com seu fendtipo em relacdo ao DFE. Visando uma melhor contextualizacdo das varidveis que
apresentaram diferenca significativa, sem a separacdo dos clones divergentes, uma andlise de
correlacdo entre todas as varidveis foi realizada.

O teor de amido no lenho (SW) variou entre 1,18 € 6,18 mg ml! (Figura 4H). A excecao
do clone 3, os demais clones tolerantes apresentaram valores maiores do que os suscetiveis.
Apesar de apenas os clones 4 e 5 apresentarem diferenca significativa em relacdo aos clones
suscetiveis (7, 8 e 9), esta é uma tendencia a ser considerada haja visto que as notas de
intensidade de DFE variaram mesmo dentro dos clones tolerantes e semi-tolerantes (Tabela de
correlacdo DFE, Figuras 3 e 4 do capitulo 1). Mokochinski et al. (2018) observaram a queda da
concentracdo de glicose e frutose, concomitante ao aumento da sacarose, em tecidos foliares de
eucalipto submetidos a periodos de exposicdo a temperaturas de 10° a 30°C. Os autores
mencionaram que as alteragdes nos metabolitos primarios indicaram que a via bioquimica mais
influenciada pela temperatura estava relacionada ao metabolismo do aguicar e do amido.
Aparentemente, os clones mais suscetiveis ou com ocorréncia do distirbio tiveram menor
capacidade para formacdo de amido nos tecidos do xilema e floema em comparagdo aos clones

de eucalipto mais tolerantes.
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Figura 4 - Relacdo da concentragc@o estimados por colorimetria, com a espessura de casca e
lenho para clones comerciais de eucalipto divergentes para o fendtipo de DFE. AB:
aminoacidos cascas em mmol kg! (A); AW: aminodcidos lenho em mmol kg' (B); ECB:
condutividade elétrica casca em pS/cm (C); PB: fendlicos na casca em g 100g! (D); PHB: pH
casca (E); PHW: pH lenho (F); PW: fendlicos do lenho g 100g"! (G); SW: amido lenho g 100g-
' (H). Clones: 1 a 3: tolerantes; 4 a 6: moderadamente tolerante; 7 a 9 suscetivel. Clones

seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.
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A variagdo da ocorréncia e intensidade do DFE nas plantas amostradas pode ser
associada a diferenca na concentracdo do amido nas amostras que devem refletir a condi¢ao da
arvore amostrada em relagdo ao distirbio. Do mesmo modo, o nivel de estresse sofrido pela
planta pode ser refletido na concentragdo dos agucares observados nas amostras. Schneider
(2018) analisando os aspectos morfolégicos e bioquimicos na tolerancia ao frio em espécies de
Eucalyptus spp., observou que independentes da época avaliada ou espécie analisada, a
concentracao de amido mostrou-se decrescente. Assim, o metabolismo do amido sob condi¢des
adversas, quando a fotossintese é potencialmente limitada, o amido € remobilizado de diferentes
tecidos para sustentar o crescimento, sendo necessdrios para a sustentacdo do metabolismo
essencial, incluindo osmorregulagdo, transporte e sinalizacio (HARTMANN e TRUMBORE,
2016; DASGUPTA et al., 2020).

A disposi¢cdo do amido nos tecidos do xilema e da casca € caracteristico (Figura 5) e
reflete a diferenca entre os valores observados e uma associacdo com a ocorréncia do DFE.
Graos de amido sdo encontrados no raio do xilema (Figura 5 C e 5D) e do floema (Figura 5E,
SF e 5G), ainda que os do raio xilematico sejam maiores (Figura 5C, 5D, 5E e 5G). A presenca
de amido no parénquima radial, a diferenca de tamanho dos graos de amido e da correlacao
com os clones tolerantes, pode refletir um papel de reserva de carboidratos ou respostas
metabolicas destes clones em relagdo a uma condi¢do de estresse. Estas diferencas também tem
potencial contribuic@o para a diferenciacdo dos clones, sendo presente no tolerante e ausente
ou menos disponivel nos clones suscetiveis ou que apresentam DFE. Apesar da deteccdo
histolégica do amido ter objetivado a caracterizacdo das células que apresentam o composto
nos tecidos do xilema e floema, também evidencia aspectos uteis a compreensdo do
metabolismo. As células parenquiméticas do sistema axial e radial sdo vivas, mas apena as
células dos raios apresentaram amido. Ha uma diferenca na quantidade e tamanho dos graos de
amido encontrados no floema e xilema o que da suporte a hipotese de que as plantas que sofrem
o distirbio tém comprometido o metabolismo de reservas de carboidratos na forma de amido.

A contribui¢do dos metabdlitos avaliados pode beneficiada em uma avaliacao detalhada
de componentes isolados (CAETANO-MADEIRA et al., 2023; DIAS et al., 2017, DIAS et al.,
2023) como parte de estratégias das plantas em resposta a condi¢Oes de estresse. Fendlicos
especificos podem ser associados a tolerancia ao DFE (CAETANO-MADEIRA et al., 2023) e
déficit hidrico (DIAS et al., 2017, DIAS et al., 2023), bem o actiimulo de osmdlitos a tolerancia
ao déficit hidrico (PICOLI et al., 2021). Esta observacgdo esta de acordo com a complexidade
da caracteristica (MUELLER-DOMBOIS, 1986; CUNNINGHAM et al., 1999; CARNICER et

al., 2011) e penetrincia e expressividade incompleta da tolerancia ao DFE (capitulo anterior).
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Figura 5 — Histoquimica de tecidos da casca e xilema evidenciando a presenca de amido. A e
B, cortes radiais do xilema ao floema evidenciando células do raio com e sem amido; C e D,
cortes do xilema evidenciando células do raio com e sem amido; E e G — cortes longitudinais
do floema evidenciando a presenca de amido e, F corte transversal do floema evidenciando
amido dentro dos elementos de tubo crivado. A, C, E e F — clone tolerante ao DFE e, B, D e G
— clone suscetivel ao DFE.
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Os resultados de Mokochinski et al. (2018) indicam que os compostos fendlicos foram
alguns dos metabdlitos mais afetados pelas mudancas de temperatura em todas as trés espécies
de eucalipto submetidas a diferentes regimes de temperatura. Os autores enfatizam que os
compostos fendlicos desempenham um papel importante na resposta das plantas de eucalipto
ao estresse térmico e sua regulaciao pode ser crucial para a adaptacio das plantas a diferentes
condi¢des ambientais. Miranda (2021) analisado quantificacdo de compostos fendlicos em
diferentes compartimentos arbdéreos de um hibrido de Eucalyptus grandis x Eucalyptus
urophylla, relatou que a casca apresentou média maiores (4,43) do que o lenho (0,55). Neste
estudo, a autora enfatiza as cascas possuem func¢do de protecio das plantas, justificando o teor
de fenodis encontrado estar associado acdo contra agentes antipatogénicos e poder auxiliar as
plantas em situagdes de estresses bidticos e abidticos.

As concentragdes de dcido caféico no lenho foi retirado da ANOVA por ndo apresentar
variacdo. O 4cido galico na casca (GAB), 4cido caféico na casca (CAB) e 4cido gélico no lenho

(GAW) diferenciaram os clones, mas apenas GAW diferenciou os genétipos com base no teste
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de médias (Tabela 4). As concentracdes de dcido gdlico e quercetina (Figura 6) apresentaram
diferencgas significativas entre os clones, mas a distin¢do entre os fenotipos tolerante e suscetivel
ao DFE nao ficou clara.

Considerando terem sido avaliados E. grandis, E urophylla e hibridos destas duas
espécies, existem diferencas na concentracdo 4cido gélico herdada de forma associada a
contribuicao das espécies como parentais. Santos et al. (2017) relata diferencas na proporcao
de fendlicos em amostras de E. grandis que apresentaram diferenca significativa entre plantas
cultivadas no Brasil e na Africa. Dias et al. (2017 e 2023) evidenciaram a importancia de
fendlicos especificos, como o dcido gdlico, dcido caféico e quercetina, extraidos a partir de
amostras foliares, na discrimina¢do de clones de eucaliptos mais € menos tolerantes ao estresse
hidrico. A diferenca de compostos, o tipo de amostra e a influéncia da espécie e procedéncia
das plantas pode ser fator a contribuir para resposta das drvores ou para a divergéncia entre os
dados. Ainda assim, padronizadas as condi¢cdes experimentais e de coleta das amostras, a
quantificacdo de compostos quimicos tem validado serem a expressdo conjunta de fatores
genéticos e ambientais, o que os habilita figurarem como biomarcadores para condi¢Oes de
estresse.

Santos et al. (2013) estudando a identificacdo de compostos fendlicos na madeira de
eucalipto (E. grandis, E. urograndis e E. maidenii.) e Santos et al. (2012) analisando os
compostos fendlicos na casca nas mesmas espécies, 0s autores observaram que para o acido
gdlico foram verificadas maiores concentracdes desse fendlico na casca nas trés espécies
avaliadas em comparag@o com a madeira. Corroborando com os resultados observados neste
estudo relacionado a tolerancia ao DFE, com maiores contetido do 4cido galico na casca do que
na madeira. Estes resultados foram atribuidos a maior atividade cambial e da presenca de
extrativos, da qual o 4cido gélico faz parte e ser encontrado em maiores concentragdes na casca
(MININI et al., 2017).

Existem correlagdes significativas de 5 a 0,1%, variando de baixas a altas entre as
varidveis avaliadas e as espécies e clones (SPE) avaliados e as notas atribuidas ao clone de
acordo com o histérico de ocorréncia de DFE nos plantios comerciais (FDE) e as notas
atribuidas as plantas avaliadas (FDO) (Figura 7). A despeito disto, serdo discutidas apenas as
correlagdes médias ou altas (iguais ou superiores a 50%). Como FDP e FDO apresentaram uma
alta correlacdo e refletem as notas do distirbio em eucalipto, apenas DFO foi considerada na
andlise de correlagdo.

Os valores de 100% para as correlagdes entre NSBE e TSBE; TSWE e NSWE foram

atribuidos a forma de se calcular os acticares nao redutores por diferenga entre os acticares totais
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e redutores. A alta correlacdo entre FDP e FDE indica que a forma de apresentacdo das notas
relacionado aos valores histéricos é adequada em ambas as formas refletindo a mesma
informacao. Por outro lado, correlacdes altas entre 60 e 67% foram observadas entre o fendtipo
avaliado de acordo com o histdrico nas dreas de plantio comercial, novamente, corrobora para
a existéncia de outros fatores que terdao influéncia na ocorréncia dos sintomas do distdrbio. O
mesmo resultado estd de acordo com a penetrincia e expressividade parciais para a
caracteristica tolerancia ao DFE.

As correlacoes entre aminoacidos (AB) e pH (PHB) na casca e aminodcidos (AW) e
condutividade elétrica (ECW) no lenho foram nao significativas, enquanto foi positiva para
aminoécidos (AB) e condutividade elétrica (ECB) na casca e negativa para aminodcidos (AW)
e pH (PHW) no lenho, ambas significativas a 0,1%. Estas relacOes indicam um papel e
expressao destes compostos diferenciados nestes tecidos e varidveis, respectivamente.

As concentragdes de dcido caféico e 4cido gdlico no lenho sdo quase nulas e podem ser
desprezadas (dados ndo apresentados), ainda que as correlagcdes com fendlicos (PW) com
acucares no lenho (TSWC e RSWC) sejam positivas e significante a 0,1%. A concentracdo de
fendlicos especificos na casca, como &acido caféico (CAB) tem um efeito negativo na
concentracdo de acgucares no lenho (TSWE e NSWE) negativa, haja vistas as correlagdes
significativas a 1%. A quercetina no lenho (QEW nao apresentou diferenca significativa (P-
value=0,103, <0,05) e por isso foi desconsiderada nas andlises. O 4cido caféico no lenho
(CAW) teve variagdo nula, por isto também excluido das analises.

Apesar de quercetina ser encontrada tanto na casca quanto no lenho (Figura 7) as
correlagdes deste composto no lenho foram nado significativas enquanto a concentragdo de
fendlicos na casca (PB) com quercetina (QEB) e dcido gédlico (GAB) foram positivas e
significativas a 1% de probabilidade (Figura 7). A concentracdo de acido galico (GAB),
quercetina (QEB) e acucares redutores (RSBC) com fendlicos na casca (PB) também foram
positivas e significativas a 1% ou menos. Estas relacdes mostram que a presenca destes
compostos fendlicos na casca tem um papel importante, comparativamente ao lenho.
Adicionalmente, mostram ter influéncia em potencial na concentrag@o ou disponibilidade destes
compostos ou responderem aos mesmos fatores que controlam a concentracdo de componentes
importantes no metabolismo das plantas como aclcares redutores. Esta importancia dos
fendlicos e ou da casca é também verificada ao observarmos uma correlacdo positiva e
significativa do 4cido caféico na casca (CAB) e amido encontrado no lenho no lenho (SW)

(Figura 6). Estes resultados ddo suporte a associacdo da concentracio de fenolicos contribuir
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para a tolerancia e ser utilizada como biomarcador para a selecdo de gen6tipos (SANTOS et al.,

2012; SANTOS et al., 2013, DIAS et al., 2017; DIAS et al., 2023).

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia para as concentragdes (GAB) 4cido gélico da casca;
(QEB) quercetina da casca; (CAB) 4cido caféico da casca; (GAW) 4cido gélico do lenho e
(QEW) quercetina do lenho para clones comerciais de eucalipto divergentes para o fendtipo de
DFE.

FV GL "
GAB QEB CAB GAW QEW
Genotipo 8 3,60* 1,84™ 23,43 3,04" 2,16™
Bloco 2 1,75 0,18™ 1,61™ 1,017 2,16™
CV (%) 73,80 44,44 29,26 25,37 33,62

™ ndo significativo, * significativo a 5%, ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F, FV: fonte de variagao,
GL: graus de liberdade, CV: coeficiente de variacao.

Figura 6 — Relacdo da concentracdo de fendlicos na casca e lenho (ACG — 4cido gélico, casca;
QEC — quercetina, casca e; QEW — quercetina, lenho) para clones comerciais de eucalipto
divergentes para o fenétipo de DFE. Médias das concentracdes (mg ml™') de 4cido gilico,
quercetina e dcido caféico quantificados por HPLC em amostras de casca (C1 a C9) e lenho (L1
a L9) de clones comerciais de eucalipto divergentes quanto a ocorréncia de DFE. Clones
seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade. Clones: 1 a 3: tolerantes; 4 a 6: moderadamente tolerante; 7 a 9 suscetivel.
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A concentragdo de fendlicos em particular, como o dcido galico, estd relacionado com
a espécie de eucalipto (SPE) que participa do pedigree dos clones. Como valores arbitrarios
foram atribuidos a E. grandis e E urophylla, ¢ um valor intermedidrio ao hibrido e ter sido
identificada correlacdo significativa a 0,1% (Figura 7), observamos que o hibrido é o grupo
dentre os gendtipos que apresenta menor concentracdo de dcido gélico na casca (Tabela 2,
Figura 7).

As correlagdes altas, negativas e significativas (0,1%) (Figura 7) do pH das amostras de
casca e lenho com as notas de avalia¢do de DFE nas dreas de plantio comercial evidenciam esta
varidvel ser um candidato a um biomarcador de facil acesso para se avaliara a tolerancia ao
distdrbio. Ainda apenas as correlacdes significativas acima de 50% tenham sido discutidas, as
notas atribuidas as plantas avaliadas apresentaram correlacio entre 41 e 42%, significativas e
negativas. O pH das amostras da casca e lenho sdo maiores a medida que sdo tomados clones
de eucalipto mais tolerantes ao DFE. A importancia ou relagcdo dos mesmos efeitos decorrentes
das condi¢des que resultam em um aumento do pH também atuarem sobre a concentracdo de
quercetina na casca (QEB) é evidenciada na correlagdo positiva e significativa da ordem de
63%.

As correlacdes positivas e significativas em nivel de 1% de probabilidade (Figura 7)
evidenciam uma associacdo da concentracdo de aminoécidos na casca (AB) e condutividade
elétrica das amostras de casca de eucalipto (ECB) com as notas esperadas (FDP e FDE) e notas
das amostras (FDO). As correlagdes envolvendo as varidveis concentracdo de aminoacidos
(AB), fendlicos (PB), condutividade elétrica (ECB) e pH (PHB e PHW) dao suporte ao
envolvimento destes componentes no fendtipo de tolerancia ao distirbio fisiolégico do
eucalipto. Entretanto, a facilidade de acesso, as correlacdes significativas com uma série de
outras varidveis e diretamente com as notas de distirbio fisiolégico, além da diferenca
significativa dos valores entre os gendtipos contrastantes, evidenciam a varidvel pH ter um
papel essencial na tolerancia ao DFE. Esta funcao e seus desdobramentos necessitam ser melhor
estudadas na cultura de eucalipto e nas possiveis respostas a diferentes tipos de estresses.

Mudangas no pH sdo encontradas durante as respostas de defesa das plantas contra
vérios estresses (KADER et al., 2007). No caso de espécies tolerantes ao sal, descobriu-se que
o pH aumentou sob estresse salino e que o aumento foi atribuido ao componente i6nico do
estresse salino e ndo ao estresse osmotico (KADER et al., 2007; D’ONOFRIO e LINDBERG
2009). De acordo com Kader e Lindberg et al. (2010) € provédvel que o estresse salino provoque
assinaturas diferenciais de pH em diferentes partes da célula para ativar mecanismos de

tolerancia especificos e essas assinaturas provavelmente variam entre espécies de plantas
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tolerantes a salinidade e sensiveis. Acredita-se que o aumento do pH da seiva do xilema
induzido pela seca atue como um sinal sist€émico de estresse hidrico de origem radicular que
viaja através do apoplasto em direcdo as células-guarda (GEILFUS, 2017). Um sistema
semelhante pode ocorrer para respostas da ocorréncia do distdrbio fisiolégico do eucalipto.
Estes mecanismos de respostas t€ém a contribuir com a compreensdo do que ocorre com a planta
sob condi¢des de estresse e para sua utilizagdo como biomarcadores na separacdo de materiais
mais e menos tolerantes aos fatores de estresse.

Além disso, os estresses por baixo aproveitamento da absor¢ao dos nutrientes, o ferro e
0 manganés, por exemplo, podem ser afetados pela brusca mudanca de pH do meio, e a planta
possui um decréscimo do contetido heme, importante para o processo de formacao de clorofilas
e citocromos (GONCALVES, 2021). Na auséncia desses componentes, a transferéncia de
elétrons € prejudicada, a producdo de energia cessa (TAIZ et al., 2017) e a fotossintese pode
ser comprometida. Com isso, altera¢des na atividade enzimética, danos ao DNA e 2 membrana
citoplasmadtica sdo alguns exemplos que o crescimento do pH pode causar nas células das
plantas sobre um estresse ambiental (FOSTER, 2004). Zhang et al. (2014) relatam que as raizes
sdo muito sensiveis as mudancas de pH e influenciam diretamente a resisténcia das plantas ao

estresse, visto que um sistema radicular forte ajuda a resistir aos efeitos adversos do estresse.
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Figura 7 — Andlise de correlagdes de caracteristicas da casca e do lenho de clones comerciais
de eucalipto divergentes quanto a tolerincia ao distirbio fisiolégico. AB: aminodcidos cascas;
AW: aminodcidos lenho; ECB: condutividade elétrica casca; PB: concentracdo total de
fendlicos em amostras da casca; PHB: pH casca; PHW: pH lenho; PW: concentragao total de
fendlicos soliveis no lenho; SW: amido lenho. RSBE: acticares redutores casca_enzima;
RSWE: actcares redutores lenho_enzima; FDE: Fen6tipo esperado -observacao histérica; FDP:
Fenétipo nota média de acordo com observagdo histérica; FDO: nota de DFE referente ao
fenétipo observado na amostra; NSWE: acticares nao redutores lenho_enzima; TSWE: actcares
totais lenho_enzima; QWE: concentracdo de quercetina em amostras de lenho; AGW:
concentracdo de 4cido gélico em amostras de lenho; SPE: pedigree - espécie ou hibrido; TSWC:
concentracdo de actcares totais lenho (colorimetria); RSWC: acucares redutores lenho
(colorimetria); RSBC: Agucares redutores totais (colorimetria); GAC: 4cido galico na casca;
CAC: 4cido caféico na casca; TSBC: agucares soldveis totais (colorimetria); SB: amido casca
(colorimetria); PHW: pH amostras do lenho; PHB: pH amostras da casca; QEB: concentracio
de quercetina nas amostras da casca; TSBE: acgicares nido redutores casca_enzima; ECW:
condutividade elétrica (lenho) e; CAW concentracdo de 4cido caféico em amostras do lenho.
Correlacdes com indeterminacdo por falha ou perda dos dados ou auséncia de variacdo foram
excluidas da figura. FDP apresenta as mesmas informacdes de FDE e, por ser redundante,
também foi retirada da figura.
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4. CONCLUSOES

Existe uma associac¢do entre a composi¢do quimica das amostras de casca e lenho com
as respostas de clones divergentes quanto a ocorréncia do DFE em condicdes favordveis a
ocorréncia do disturbio;

A concentragdo total de aminoécidos, fendlicos e acticares nido pode ser associada aos
clones tolerantes ao distirbio pelo teste de médias;

A concentracdo de compostos especificos como 4cido cafeico, quercetina e dcido gélico
pode ser correlacionada ao fenétipo, intensidade do distirbio, exibido pela planta amostrada;

O pH da solugdo de amostras de casca permitiu a discriminag@o dos clones de acordo
com o fenotipo esperado e ocorréncia de DFE nas amostras.

Existe uma correlacdo positiva e significativa entre varidveis quimicas condutividade
elétrica, aminodcidos e pH da casca e pH do lenho com as notas de DFE observadas e de acordo

com um histérico de ocorréncia em dreas de plantio comercial.
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Tabela 1 - Pressuposicdes de normalidade por Shapiro-Wilk e homogeneidade de varidncias

por Levene em clones comerciais de eucalipto divergentes para o fenétipo de DFE.

Variavel Valor-p (Shapiro-Wilk) Valor-p (Levene)
TSWE 0,0380 0,5014
NSWE 0,0258 0,5476
RSWC 0,4704 0,3624
RSBE 0,0866 0,7538
TSBE 0,4403 0,5238
NSBE 0,2363 0,4513
RSWE 0,4811 0,7644
SW 0,3545 0,8104
SB 0,7161 0,8699
TSBC 0,9839 0,8358
RSBC 0,0580 0,9814
TSWC 0,2459 0,8317
PB 0,7458 0,8398
PW 0,0992 0,8782
AB 0,3175 0,5550
AW 0,7019 0,6812
PHB 0,6491 0,5263
PHW 0,9993 0,6965
ECB 0,6403 0,9025
ECW 0,6633 0,9456
AGC 0,0640 0,3342
QEC 0,0766 0,8936
CAC 0,000 1,8329
AGW 0,7263 0,9170
QEW 0,3083 0,5038
CAW 0,000 0,6806
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Tabela 2 — Normalidade de Variancias de Shapiro Wilk entre as notas observadas para as
plantas amostradas (FDO), notas de DFE de acordo com o histérico nas dreas de plantio
comercial (FDE) e a relacao S/G (SGB e SGW), nimero de compostos detectados (BC e WC)
e numero de compostos detectados e nao identificados (BNI e WNI), na casca (B) e no lenho
(W), respectivamente.

p
FDO <.001
SGB 0.390
BNI 0.711
BC 0.193
SGW 0.274
WNI 0.543
WwC 0.165

Nota. Um p-value pequeno sugere a violagdo do pressuposto da normalidade

Tabela 3 — Resumo da andlise de variancia entre as notas observadas para as plantas amostradas
(FDO), notas de DFE de acordo com o histérico nas dreas de plantio comercial (FDE) e a
relacdo S/G (SGB e SGW), numero de compostos detectados (BC e WC) e nimero de
compostos detectados e ndo identificados (BNI e WNI), na casca (B) e no lenho (W),
respectivamente.

F gll g2 p
SGB  1.58 8 18 0.199
BNI 3.65 8 18 0.011
BC 1.43 8 18 0.252
SGW 211 8 18 0.090
WNI 392 8 18 0.008
WC 3.16 8 18 0.020

Tabela 4 — Anova a um fator (ndo paramétrica, teste de Kruskal-Wallis para as notas observadas
para as plantas amostradas (FDO).

x gl p

FDO 8,64 8 <0.038




Tabela 5 - Média e desvio padrdao dos compostos da casca de cada fenétipo sob o distdrbio fisiologico do eucalipto, dados da anélise de pirdlise.

Tolerante Moderadamente Suscetivel
tolerante
Nuamero de
Compostos . . .
amostras com Média Desvio Média Desvio Média Desvio
a deteccao do Padrao Padrao Padrao
composto
Relacdo siringil/guaiacil 27 1,21 0,07 1,84 0,15 1,99 0,09
Hexose 14 7,25 2,23 2,38 2,53 3,19 0,60
2-propanona, 1-hidroxi 22 8,71 1,19 8,20 0,28 4,30 0,33
Oxazolidine, 2,2-dietil-3-metil 25 4,83 0,23 3,26 0,51 3,75 0,24
Dio6xido de carbono 26 4,16 0,91 10,40 1,42 12,99 2,35
Siringol 27 2,69 0,69 2,64 0,06 2,96 1,02
Beta-d-ribopiranosideo, metil, 3-acetato 13 1,22 1,12 0,63 0,32 0,73 0,22
4-vinilguaiacol 25 2,17 0,40 1,73 0,28 1,88 0,45
1,3-di-o-acetil-.alfa.-.beta-d-ribopiranose 18 2,05 0,41 1,08 0,77 0,94 0,29
Catecol 1 0,45 0,78 0,00 0,00 0,00 0,00
Guaiacol 26 1,58 0,63 1,00 0,06 0,75 0,20
1,4:3,6-dianidro-a-d-glicopiranose 24 1,15 0,18 0,60 0,09 0,72 0,05
Pirocatecol, 3-metoxi- 22 0,89 0,35 0,72 0,21 0,61 0,13
Pirocatecol 13 1,09 1,12 0,90 0,15 0,57 0,50
Piruvaldeido 3 0,00 0,00 0,00 0,00 3,55 6,15
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Tabela 6 - Média e desvio padrido dos compostos do lenho de cada fenétipo sob o distdrbio fisiolgico do eucalipto, dados da andlise de pirdlise.

Tolerante Moderadamente Suscetivel
tolerante
Nuamero de
Compostos . . .
amostras~ com Média Desvlo Média Desvlo Média Desvlo
a deteccao do Padrao Padrao Padrao
composto
Relac¢do siringil/guaiacil 27 6,58 2,38 5,39 0,99 4,38 0,21
Acido acético 27 17,43 1,82 16,16 1,52 14,77 1,09
Diéxido de carbono 27 11,77 1,00 8,67 2,09 5,25 2,45
Piruvaldeido 13 6,37 0,53 1,88 3,26 1,66 2,88
Oxazolidine, 2,2-dietil-3-metil 27 4,30 0,82 3,24 0,96 2,68 0,50
Furfural 16 1,53 0,25 0,53 0,53 0,69 0,62
4-metilguaiacol 27 1,49 0,47 0,76 0,18 0,87 0,29
Metileugenol 20 1,45 0,28 1,29 0,22 1,27 0,33
3,5-Dimetoxi-4-hidroxitolueno 15 4,97 0,78 4,11 2,49 2,08 3,61
Siringaldeido 24 1,12 0,41 1,42 0,12 1,63 0,44
Trans-4-propenilsiringol 8 1,90 2,86 3,22 3,02 1,68 2,92
Guaiacilacetona 12 0,42 0,05 0,35 0,10 0,36 0,31
1,4:3,6-dianidro-a-d-glicopiranose 10 0,86 0,47 0,25 0,25 0,10 0,17
4-Metil-2,5-dimetoxibenzaldeido 17 4,85 4,23 5,34 4,64 7,62 0,99
Cinamaldeido, 4-hidroxi-3,5-dimetoxi 15 0,00 0,00 2,61 0,48 2,42 0,21
4-vinilguaiacol 18 0,00 0,00 2,37 0,07 2,82 0,49
Oxido de etileno 11 0,00 0,00 5,24 0,74 2,00 3,47
2-ciclopenten-1-ona, 2-hidroxi- 10 0,00 0,00 4,75 0,92 5,76 0,64
Metilsiringol 10 0,00 0,00 1,59 2,75 4,83 0,92
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Tabela 3 — Resumo da anélise de variancia para as concentracdes de agucares redutores da casca por enzima (RSBE), aguicares totais na casca por
enzima (TSBE), acicares ndo-redutores na casca por enzima (NSBE), agucares redutores do lenho por enzima (RSWE), actcares totais lenho
enzima (TSWE), actcares nao redutores lenho por enzima (NSWE), amido no lenho (SW) amido na casca (SB), actcares totais na casca por
colorimetria (TSBC), agtcares redutores da casca por colorimetria (RSBC), acticares totais do lenho por colorimetria (TSWC), acticares redutores
lenho por colorimetria (RSWC), fendlicos totais na casca (PB), fendlicos totais no lenho (PW), aminoacidos na casca (AB), aminodcidos no lenho
(AW), pH da casca (PHB), pH do lenho (PHW), condutividade elétrica da casca (ECB) e condutividade elétrica do lenho (ECW) da relagao da
concentracdo da casca e do lenho estimados por colorimetria, para clones comerciais de eucalipto divergentes para o fenétipo de DFE.

Quadrados médios

v L RSBE TSBE NSBE RSWE TSWE NSWE SW SB TSBC RSBC
Genotipo 8 0,00001™ 0,0038™ 0,0034™  0,00001™  0,0771** 0,0758** 9,0711**  8,4362"™ 10,2932"  38,5335™
Bloco 2 0,00001™  0,0002"  0,0002" 0,00001™ 0,0008™ 0,0008™ 1,5973"  1,0446" 0,1964™  31,0235"
Residuo 16 0,00001™  0,0021™  0,0019™ 0,00001"  0,0048™ 0,0047"  1,6899™ 10,4108™  6,5851™  69,8968™
CV (%) 11,09 24,48 30,35 8,81 11,50 12,09 34,73 28,44 29,41 39,60

PV GL Quadrados médios

TSWC RSWC PB PW AB AW PHB PHW ECB ECW
Gendtipo 8 0,1652™  13,4808** 5,5771** 1,3385** 0,0302** 0,0328%* 1,3423** [,7359**  6,1907**  53,8896™
Bloco 2 0,5170™  12,5567™  2,2750™  1,4459™  0,0179™ 0,0443™ 0,0146™  0,0480" 0,5155™ 14,9061
Residuo 16  0,1669™ 4,4489™  1,7977"  0,4018™  0,0074™ 0,0078"  0,0568™  0,0125"™ 1,0080™ 58,6116
CV (%) 35,77 16,70 34,37 27,96 6,85 7,52 4,59 1,97 10,84 25,26

" ndo significativo, ** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F, FV: fonte de varia¢do, GL: graus de liberdade, CV: coeficiente de variacdo.
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