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RESUMO

GOMES, Lilianna Mendes Latini, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2013. Caracteristicas morfofisioldgicas associadas a restricdo hidrica em clones de
eucalipto. Orientador: Nairam Félix de Barros. Coorientadores: Edgard Augusto de
Toledo Picoli e Julio César Lima Neves.

O cultivo do eucalipto no Brasil tem ocorrido em diferentes condi¢cfes edafoclimaticas.
Quanto ao clima, os plantios tém sido feitos desde regides onde ndo ocorrem déficits até
regides com fortes restricdes hidricas. De modo semelhante, ha plantios em solos com
restricGes varidveis quanto a fertilidade e, ou, caracteristicas fisicas. A combinacdo de
tais restricdes requer a selecdo de material genético que possa suplanta-las. Enquanto a
baixa fertilidade do solo pode ser contornada pela técnica de fertilizagdo, a restricdo
fisica e climatica é de mais dificil solucdo. A escolha de gendtipos tolerantes ao déficit
hidrico tem sido a principal opc¢édo para plantio em tais condic¢des. Por isso, a definicao
de biomarcadores dessa tolerancia, como alteracbes morfoldgicas, anatdbmicas e
fisiologicas, € de alto interesse pratico. O objetivo deste estudo foi avaliar
caracteristicas e adaptacGes morfoanatdmicas em clones de eucalipto com tolerancia
diferencial ao déficit hidrico e sua relagdo com a discriminagéo isotdpica do *CO; (A).
O estudo foi conduzido em plantios comerciais de eucaliptos situados em duas
condicdes edafoclimaticas no norte do estado da Bahia. As arvores tinham,
aproximadamente, cinco anos de idade, no espacamento inicial de 9 m? por planta, e 0s
plantios se situam em &reas com precipitacdo média anual de 900 mm e 1500 mm. Em
cada é&rea, os clones 1277 (hibrido de E. urophylla x E. camaldulensis), 1404 (E.
urophylla) e 1407 (hibrido de E. urophylla x E. grandis), considerados com alta, média
e baixa tolerancia a seca, respectivamente, foram selecionados em talhdes situados em
Argissolos Amarelo para avaliacBes biométricas e fisiologicas. Foram selecionadas e
abatidas quatro arvores médias por clone e area e, na base de cada uma, foi retirado um
disco do tronco com, aproximadamente, 5 cm de espessura, do qual foram obtidas
amostras das se¢des radiais do lenho para determinacdo dos isotopos do C. De cada
arvore foram, ainda, selecionadas folhas completamente expandidas do terceiro ou
quarto n6 do apice para a base do ramo, em trés posi¢cdes distintas da copa: basal,
mediana e apical. Foram coletadas dez folhas para cada uma dessas posi¢Oes as quais
foram utilizadas nas analises morfométricas para obtencdo da A&rea, largura,

comprimento e perimetro. Adicionalmente, uma folha sadia e completamente expandida
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foi também coletada de cada arvore para as seguintes analises micromorfométricas, em
seccdo transversal: (espessura total, da cuticula, da epiderme e do mesofilo, bem como
porcentagem de espacos intercelulares). As caracteristicas avaliadas foram comparadas
pelo teste t a 5% de probabilidade. O clone 1277, mais tolerante a seca, na area com
precipitacido média anual de 900 mm, mostrou maior A'™C em comparacdo com 0s
demais clones, possivelmente, devido a manutengdo da conduténcia estomética. O clone
tolerante (1277), na area com precipitacdo média anual de 900 mm, apresentou menor
area foliar nas folhas do apice da copa, menor tempo de difusdo do vapor de agua nas
posicOes basal e mediana, e menores porcentagens de espaco intercelular no mesofilo
em todas as posi¢des da copa, caracteristicas indicadoras de xeromorfismo. Portanto,
foram verificadas caracteristicas qualitativas e quantitativas associadas a tolerancia dos
clones ao déficit hidrico. As caracteristicas xeromorficas mais evidentes do clone 1277
Ihe conferem maior tolerancia e condi¢fes de se adaptar e desenvolver sob restricao
hidrica.

vii



ABSTRACT

GOMES, Lilianna Mendes Latini, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2013.
Morphological characteristics of eucalypt clones associated to water restrictions.
Adviser: Nairam Félix de Barros. Co-Advisers: Edgard Augusto de Toledo Picoli and
Julio César Lima Neves.

In Brazil, eucalyptus have been planted under different climatic and edaphic conditions.
As regard to climate, the plantations have been located in a wide range of conditions,
from regions with no restrictions to regions with strong water deficit. Similarly, soils are
quite variable in terms of fertility and physical characteristics. The combination of soil
and water restrictions can be overcome by the selection of genetic material adapted to
such conditions. Soil low fertility can easily be resolved by mineral fertilization,
whereas climatic and soil physical restrictions are of more difficult solution. Selecting
genotypes adapted to such restrictions has been one of the alternatives adopted in the
Brazilian silviculture. Early selection attributes, as biomarkers of such adaptations,
including morphological, anatomical and physiological characteristics, are of great
practical interest. The objective of this study was to evaluate characteristics and
morpho-anatomic adaptations of eucalypt clones, differing in tolerance to water deficit
and relate these adaptations to isotopic carbon discrimination (*CO, (A)). The study
was carried out in commercial eucalypt stands located in two different climate
conditions (mean of 900 mm and 1,500 mm per year) on an soil Yellow Ultisol, in the
Northeast of Bahia State, Brazil. In both sites, three clones (1277, a hybrid of
Eucalyptus urophylla x E. camaldulensis, 1404, E. urophylla, and 1407, a hybrid of E.
urophylla x E. grandis) respectively considered of high, medium and low tolerance to
water deficit, were planted at 3 x 3 m spacing and the stands were approximately 5 year
old at the assessment time. In each site were selected and felled four trees of average
size (diameter and height) per clone. At the stem base, a disc of 5 cm width was
removed for *CO, (A) determination. Wood samples were collected from each disc in
radial sections, dried in the laboratory and submitted to a mass spectrometer. Ten
completely expanded and active leaves of the third or fourth worl of branches located at
the top, half and base of the crown were also collected from each sampled tree for
morphometric analyses and dimension determination (area, width, length and
perimeter). An additional leaf was also collected for micrimorphometric analyses

(cuticle, epidermis and mesophyll width and intercellular space). In the region of lower
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precipitation, clone 1277 presented higher A*C, lower leaf area at the top of the crown,
lower water diffusion time of leaves at the half and bottom of the crown and less
mesophyll intercellular space than the other two clones. All these characteristics are
indicators of adaptation to xeromorphic conditions. Therefore, quantitative and
qualitative characteristics were associated with the tolerance to water restrictions. Xeric
characteristics were more evident on clone 1277, which showed higher tolerance and

adaptation to conditions where water restrictions predominate.



1. INTRODUCAO

A demanda crescente por madeira nos mercados nacional e mundial,
especialmente para celulose e energia, contribui para 0 aumento de plantios florestais
em larga escala. A Associacdo Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas relatou
que, em 2011, a &rea cultivada com eucalipto no Brasil ultrapassou 4,8 milhdes de
hectares, sendo Minas Gerais, S&o Paulo e Bahia os principais estados produtores
(ABRAF, 2012).

Eucalyptus é um género de elevada plasticidade e com boa adaptagéo a diversas
condigBes de solo e clima. Essas caracteristicas, aliadas as inovagOes técnicas na
implantacdo e manejo florestal, contribuem para que novos plantios sejam realizados
em areas com restri¢fes hidricas e nutricionais. As plantas cultivadas em tais situacoes,
em geral, apresentam adaptacfes fisiologicas e, ou, morfoldgicas, no sentido de
suplantar essas restrigdes.

Organismos com elevada plasticidade fenotipica possuem vantagens sobre 0s
que sdo menos adaptaveis e podem sobreviver as mudancas do meio ambiente (FAHN;
CUTLER, 1992). Espécies adaptadas as condi¢fes de restricdo hidrica possuem
adaptacGes na estrutura foliar como baixa densidade estomaética, reducdo dos espagos
intercelulares, presenca de duas ou mais camadas de palicada no mesofilo dentre outros.
O aumento da espessura da folha, presenca de estdmatos em ambas as superficies
foliares e reducdo do diametro dos vasos sdo também caracteristicas associadas a
ambientes com déficit hidrico (CAO, 2000).

Quando a evolucdo do déficit hidrico é lenta, permitindo mudancas nos
processos do desenvolvimento vegetal, varios efeitos sobre o crescimento podem ser
observados, como, por exemplo, a reducdo da area foliar. Esse mecanismo de adaptacédo
contribui para a reducdo da transpiracdo, conservando um suprimento de agua limitado
no solo por um periodo mais longo. Em contrapartida, essa alteracdo interfere
diretamente na fotossintese, que é determinada pela quantidade de area foliar. Essa
resposta adaptativa ao déficit hidrico é considerada a primeira linha de defesa contra
seca (TAIZ & ZEIGER, 2004).

O efeito do estresse hidrico nas plantas € complexo, ndo havendo um mecanismo
universal de tolerancia a seca. O fechamento estomatico pode contribuir para a

manutencdo da hidratagdo dos tecidos por reduzir a transpiracdo, mas pode também



diminuir o crescimento das plantas, por reduzir a concentragdo interna de CO,
(KOZLOWSKI et al., 1991).

Em condicdes de restricdes hidricas, algumas espécies de plantas sdo capazes de
realizar a abertura parcial dos estdbmatos, contribuindo para a manutencdo das
concentragOes internas de CO, e da fotossintese, sem que haja perdas excessivas de
agua pelo processo transpiracional. Esse mecanismo confere maior eficiéncia de
utilizacdo da agua (EUA) pela planta (CONDON et al., 2004). Assim, clones de
eucalipto com maior EUA apresentam menor requerimento de agua por unidade de
matéria seca produzida. A EUA, por ser expressa pela relacdo entre o produto da
fotossintese e a quantidade de &gua utilizada neste processo, € estreitamente associada a
pressdo parcial interna de CO, e reflete fatos que ocorrem ao longo de um periodo. Uma
maneira de avaliar a EUA é por meio da composicdo relativa dos is6topos estaveis do
carbono, *CO, e CO, (8°C e &C, respectivamente) no material vegetal
(FARQUHAR et al., 1989).

Existem dois principais pontos de discriminagéo contra o **CO, em plantas C3.
O primeiro ponto esta relacionado com o aspecto difusional dos gases. Como o **CO,
possui maior peso molecular que o *2CO, ele se difunde mais lentamente nos espagos
intercelulares gerando um empobrecimento de *CO, nos tecidos foliares da ordem de —
4.4 %o. O segundo ponto de discriminacdo (aspecto bioquimico) esta relacionado com a
fixacdo do CO,. A fixacdo do CO; ¢ feita pela enzima rubisco, que possui uma maior
afinidade pelo *CO, em comparagéo ao *CO.. Essa preferéncia da rubisco pelo **CO, é
da ordem de — 27 %o. Forte correlagdo positiva entre EUA e discriminacdo isotdpica do
3C0, (A) nos tecidos foliares tem sido encontrada em algumas espécies C3 (ZHANG et
al., 1993, CHEN et al., 2007), isto é¢, com o fechamento dos estbmatos as plantas
discriminam menos o *CO,.

Dentre os indicadores de tolerancia de gendtipos ao estresse hidrico esta a EUA,
em que maior EUA reflete maior tolerancia a seca (CONDON et al., 2004). Entretanto,
alguns estudos indicam que plantas com maior EUA se adaptam a situacfes de déficit
hidrico e outros demonstraram ndo haver favorecimento nestas situagdes (DONOVAN
& EHLERINGER, 1994; GEBER & DAWSON, 1997; PENNINGTON et al., 1999;
DONOVAN et al., 2007).

Diversos autores tém utilizado A na selecdo de gendtipos de plantas
potencialmente tolerantes ao deficit hidrico (LI, 2000; IMPA et al., 2005;
MONNEVEUX et al., 2007; DUCREY et al., 2008). Yin et al. (2004), avaliando as



diferencas interespecificas na EUA e 8*3C entre duas espécies de Populus, sob dois
regimes de irrigagcdo (com e sem déficit hidrico), encontraram correlacdo positiva entre
a biomassa, EUA e 8C em ambos os regimes. Eles sugeriram que a espécie mais
tolerante & seca (P. przewalskii) possuia uma estratégia mais conservativa no uso de
agua ao passo que a espécie menos tolerante (P. cathayana) possuia uma estratégia
menos conservativa. Porém, Pita et al. (2001), trabalhando com varias espécies de
eucalipto com idades entre 3 e 7 anos no sudoeste da Espanha, encontraram uma relagédo
forte e positiva entre A e o diametro médio a altura do peito (dap), significando menor
eficiéncia transpiracional em gendtipos mais produtivos. Foi verificado, também, por
Le Roux et al. (1996), que clones de E. grandis com maior acimulo de biomassa
apresentaram maiores valores de A.

O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas e adaptacGes
morfoanatdémicas de clones de eucalipto com tolerancia diferencial ao déficit hidrico e

sua relacdo com A.



2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido em plantios de eucalipto situados na regido do
reconcavo norte da Bahia em areas da empresa Bahia Specialty Cellulose.
Selecionaram-se plantios em um gradiente de precipitacdo pluviométrica do litoral para
o interior. Nas &reas situadas proximas ao litoral, de acordo com a classificacdo de
Koppen, o clima é do tipo Af (tropical equatorial), em que a temperatura média do més
mais frio é superior a 18°C, com ocorréncia de precipitacdo em todos os meses do ano e
inexisténcia de estacdo seca definida. A precipitacdo média anual nessa area pode
chegar a 1.700 mm. Proximo ao sertdo, o clima é do tipo BSh (clima de estepe quente),
com temperaturas médias elevadas (27 °C), com ocorréncia de pouca precipitacdo
(média anual de 700 mm) e grande irregularidade na sua distribuicao.

Foram selecionados talhfes com os clones 1277 (hibrido de E. urophylla x E.
camaldulensis), 1404 (E. urophylla) e 1407 (hibrido de E. urophylla x E. grandis),
considerados pela Empresa como de alta, média e baixa tolerdncia a seca,
respectivamente. Os clones tinham aproximadamente cinco anos de idade, plantados no
espacamento inicial de 9 m? por planta em areas com precipitacido média anual de 900
mm e 1.500 mm (Figura 1), totalizando, portanto, seis combinagdes (trés clones x duas

areas).
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Figura 1 — Precipitagdo pluviométrica (mm) nos ultimos cinco anos de duas areas, com
médias de 900 mm (regido préxima ao sertdo) e 1.500 mm (regido proxima
ao litoral), no reconcavo norte da Bahia.



Todos os talhdes selecionados foram de plantios em Argissolo Amarelo, porém,
com derivagdes a partir do terceiro nivel categérico de classificacdo, exceto para um
tratamento (Argissolo Vermelho Amarelo distréfico), de acordo com o Sistema
Brasileiro de Classificacdo de Solos (EMBRAPA, 2006) (Tabela 1). Em cada talhdo
foram estabelecidas parcelas de 1.600 m? para medicdo do dap do tronco de todas as
arvores. Quatro arvores cujo dap correspondia & média foram selecionadas para
avaliacbes biométricas e fisiologicas. As coletas foram feitas ao final da estacdo

chuvosa (julho/agosto).

Tabela 1 — Caracteristicas das areas estudadas

Clone Precipitacdo (mm) Solo? Textura (A/B)?
1407 900 PVAd Arenosa/média
1404 900 PAd Arenosa/média
1277 900 PAdx Arenosa/média
1407 1.500 PAdx Média/argilosa
1404 1.500 PAd Arenosa/média
1277 1.500 PAdx Arenosa/média

Y PVAd = Argissolo Vermelho-Amarelo distréfico; PAd = Argissolo Amarelo distréfico; PAdx =
Argissolo Amarelo distrocoesos; e 2 Textura dos horizontes A e B.

Na base de cada arvore abatida foi retirado um disco de madeira, de 5cm de
espessura, do qual foram retiradas amostras das se¢des radiais do lenho e armazenadas
em sacos de papel. Essas amostras foram levadas ao laboratério para determinacdo dos
isétopos do C.

De cada arvore abatida e representativa das combinacgdes de precipitacéo e clone
foram selecionadas folhas completamente expandidas do terceiro ou quarto nd, do apice
para a base do ramo, em trés posicoes distintas da copa: basal, mediana e apical. Foram
coletadas dez folhas em cada uma dessas posic¢Oes, das quais seis foram selecionadas
com base em critérios de integridade fisica. Essas folhas foram utilizadas nas analises
morfométricas.

Uma folha sadia e completamente expandida do 3° ou 4° n, tomado a partir do
apice para a base do ramo, foi coletada de cada arvore abatida representativa das
combinacgOes das trés posicdes da copa (basal, mediana e apical), precipitacdes médias
(900 e 1.500 mm) e clones (1277, 1404 e 1407), totalizando 72 amostras. Essas folhas

foram utilizadas nas analises micromorfomeétricas.



2.1 Produtividade média

A produtividade média dos povoamentos, aos cinco anos de idade, foi obtida
pela média aritmética dos incrementos médios anuais (IMA) em volume de tronco

estimados para cada parcela do inventario florestal continuo conduzido nos talhdes.

2.2. Discriminag&o isotépica do **CO, (4)

As amostras de madeira foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar a
65 °C até atingirem peso constante, e depois moidas para a determinacéo da & *C. A &
3C foi determinada utilizando um espectrometro de massa de razio isotépica (ANCA-
GLS, Sercom, Crewe, UK). Os valores de & **C foram expressos em relagédo ao padréo
internacional Pee Dee Belemnite, calculados conforme descrito por Farquhar et al.

(1994). Realizou-se o célculo de A pela formula:
A = (813Car = 613Cp|ama) / (1+ 813Car) y Onde 613Car: = 8%0
2.3. AvaliagBes morfométricas de folhas

As folhas selecionadas foram digitalizadas em scanner HP modelo Scanjet 8200
C com uma escala em centimetros. O software IMAGE PRO PLUS foi calibrado com
esta escala e utilizado na medicédo das variaveis: area, largura, perimetro e comprimento

do limbo foliar.
2.4. AvaliagBes micromorfométricas de folhas

As folhas foram subamostradas e uma porcdo de 2 cm? da regido mediana de
cada folha foi retirada com o auxilio de um bisturi, fixada em FAA (formaldeido, acido
acetico glacial, etanol 50%, 1:1: 18, v/v) por 48 h e posteriormente estocada em etanol
70% (JOHANSEN, 1940) até o seu processamento.

Secgdes transversais de 8 um de espessura foram obtidas com o auxilio de um

microtomo rotativo de avanco automatico (modelo RM2155, Leica Microsystems Inc.,



Deerfield, US). Os cortes foram corados com Azul de Toluidina pH 4,0 (JOHANSEN,
1940) e as ld&minas montadas com resina sintética (Permount Fisher).

As observacdes e a documentacdo fotografica do laminario foram realizadas em
microscopio de luz (modelo AX70TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japdo) equipado com
sistema U-Photo.

A partir das fotografias das laminas, com auxilio do software IMAGE PRO
PLUS, foi avaliada a espessura total da folha; da cuticula e da epiderme das faces
adaxial e abaxial do mesofilo; e porcentagem de espacos intercelulares. Foram
documentados cinco campos de cada combinacdo de gendtipo, posicdo e regime
pluviométrico, sendo a avaliacdo realizada a partir da média de trés medidas em cada

campo.

2.5. Andlise estatistica

As comparagdes da A, morfometria e micromorfometria foram feitas pelo teste t

para amostras independentes, em nivel de 5 % de probabilidade.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Discriminacéo isotdpica de carbono

Os valores de A do clone 1277 (22,43 %o) na area com 900 mm de precipitagdo
média foram maiores do que dos clones 1477 (19,67 %o) e 1404 (19,92 %o), (p < 0,05),
enquanto que na area de 1.500 mm, o clone 1407 (21,39 %o) apresentou maior valor de
A (p <0,05) do que os clones 1404 e 1277, sendo observados em média 19,87 e 20,72
%o, respectivamente (Figura 2). Em principio, em regides mais chuvosas a restricao
hidrica é ausente e os estdbmatos dos clones permaneceriam abertos, com maior
discriminacéo do *3CO,. Por outro lado, quando ha restricdo hidrica, a diferenca entre
clones quanto a tolerdncia ao estresse pode ser influenciada pelo fechamento dos
estomatos mais efetivo nos clones 1404 e 1407, levando a planta a uma menor
discriminacéo do **CO,. Aparentemente, na regido mais seca, o clone 1277 permaneceu
com os estdmatos abertos por mais tempo do que os demais clones, o que o levou a
discriminar mais os isotopos de C. Esse tipo de comportamento tem sido observado por
outros autores (PORTE & LOSTAU 2001; ARANDA et al., 2010).
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Figura 2 — Discriminacdo isotépica do *CO, (A%) em amostras de lenho dos clones
1407, 1404 e 1277 considerados de baixa, média e alta tolerancia ao déficit
hidrico respectivamente, coletadas em locais com precipitacdo média anual
de 900 e 1.500 mm. Em cada local, A > B (p < 0,05) pelo teste t.



Na regido com 900 mm de precipitacdo média, o IMA dos trés clones foi
semelhante (Figura 3), sinalizando que a maior A pelo clone 1277, indicador de maior
EUA, ndo conduziu a uma maior producdo de parte aérea. Uma maior abertura
estomatica, caso tenha ocorrido no clone 1277, pode ter possibilitado maior alocacao de
carboidratos para crescimento do sistema radicular, e consequentemente maior absor¢édo
de &gua. Porém o sistema radicular ndo foi avaliado nesse trabalho. Outros trabalhos
como Reis et al. (2006) foi verificado que plantas desse clone (1277 — hibrido de
E. urophylla x E. camaldulensis), aos 38 meses de idade, em regido com restricbes
hidricas, apresentaram maior crescimento do seu sistema radicular, principalmente em
profundidade. Gomes (1994) também observou em condi¢Ges de campo, na regido do
cerrado, que material genético de E. camaldulensis apresentou sistema radicular mais
profundo do que E. urophylla.

Na regido mais chuvosa, o clone mais sensivel a seca (1407 — E. urophylla)
apresentou maior IMA (53,6 m® ha™ ano™), seguido do clone médio tolerante (1404 —
hibrido de E. urophylla x E. grandis) com IMA de 42,6 m® ha™ ano™. Em condicées
ambientais menos restritivas, gendtipos de E. urophylla sdo mais produtivos do que
gendtipos de E. camaldulensis (BERNARDO et al., 1998). As produtividades médias
nas duas areas (Figura 3) indicam o reduzido potencial de crescimento do clone mais

tolerante & seca (1277), com IMA em cerca de 26 m*ha™ ano™, bastante estavel.
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Figura 3 — Incremento médio anual (IMA) em volume, aos cinco anos de idade, de trés
clones de eucalipto (1407, 1404 e 1277) considerados de baixa, média e alta
tolerancia ao déficit hidrico respectivamente, cultivados em areas com
precipitagdo média anual de 900 e 1.500 mm.



Portanto, na area com precipitacdo média anual de 900 mm o clone tolerante
(1277) apresentou maior A associada com maior produtividade que o clone sensivel
(1407) e médio tolerante (1404). Na regido com precipitacdo média anual de 1.500 mm,
sem limitacdo hidrica, ndo ocorreu diferenca significativa de A (p > 0,05) entre os
clones 1277 e 1407, porém o clone sensivel apresentou mais que o dobro da
produtividade aos cinco anos, comparado com o clone tolerante. Esses resultados
contrariam trabalhos (ZHANG et al., 1994; STILLER et al., 2005; DUCREY et al.,
2008) que tém mostrado que materiais genéticos tolerantes ao déficit hidrico sdo mais
produtivos e associados a uma menor A.

Estudo realizado por Nunes (2010) com eucalipto, em condi¢do de campo e
déficit hidrico, mostrou menores valores de A e maior produtividade para clones
tolerantes, sugerindo que clones resistentes apresentam menor condutancia estomatica
associada a manutencdo da taxa fotossintética e estratégia de utilizacdo de agua mais
conservativa. Porém, Pita et al.(2001), trabalhando com E. globulus, encontraram uma
relacdo forte e positiva entre A e o dap, justificada principalmente pela variacdo da
condutancia estomética. Segundo os autores, a provavel estratégia adotada por essa
espécie para atingir alta produtividade foi a manutencdo da baixa taxa transpiratéria,
apesar das condicdes extremas de seca. Os resultados obtidos para o clone 1277 podem
ser decorrentes de um sistema radicular mais profundo, que possibilitaria maior
absorcdo de &gua do solo. Plantas provenientes de regido de baixa precipitacdo
adaptam-se a seca por alocarem mais carbono para raizes e apresentam maior EUA (LI,
2000).

Os resultados aqui encontrados sdo ainda respaldados pelos relatados por
Li (2000), que descreveu duas estratégias contrastantes para toleréncia a seca em
populacdes de E. microtheca. Em seu estudo realizado no noroeste da Australia (regido
arida), as plantas tinham uma estratégia mais conservativa de uso da agua, por meio de
uma melhor regulagdo estomatica, evitando perdas excessivas de &gua e evidenciando
um comportamento mais compativel com condi¢des de seca prolongada. Ja as
populacbes provenientes do sudeste (clima Umido) possuiam uma estratégia de uso da
agua menos conservativa. As plantas mantiveram maior condutancia estomatica o que,
provavelmente, permitiu atingir maior produtividade.

Em condicdes de restricdo hidrica, a absor¢do de dgua pode ser maximizada por

meio do ajuste do padréo de alocacdo dos fotoassimilados, que sdo mais direcionados
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para o crescimento radicular (JACKSON et al., 2000; CAMPION et al., 2006). Como a
produtividade € fortemente ligada as taxas de transpiracdo, o incremento do sistema
radicular sob deficiéncia hidrica € extremamente importante para a producdo da cultura
nestas condi¢bes (BLUM, 2009). Segundo Gongalves e Passos (2000), a maior particao
de carbono (massa seca) para as raizes (maior relagdo raiz/parte aérea), quase sempre
associada ao aprofundamento do sistema radicular, possibilita captacdo de agua em
camadas mais profundas do solo, onde ha maior disponibilidade de agua. A maior
absorcédo de agua permite que ocorram maiores taxas transpiratorias e favorece a entrada
de CO, nas folhas, reduzindo a limitacdo estomatica imposta em periodos de seca,
contribuindo para uma maior A, aumento da produtividade e maior EUA.

Cabe ressaltar que maior capacidade produtiva em condicbes de déficit hidrico
ndo é decorrente de maiores taxas de EUA, mas da capacidade da manutencdo da
condutancia estomatica e transpiracdo. Assim, haveria uso mais efetivo da agua (UEA),
ou seja, aumento da biomassa da cultura por meio da maximizacédo da absor¢édo de agua
pela cultura em periodos de estresse (BLUM, 2009).

A resisténcia das plantas aos estresses abidticos € multigénica e assim a
identificacdo e compreensdo do controle dos processos envolvidos sdo tarefas que
apresentam maior dificuldade e complexidade (VINOCUR et al., 2005; ASHRAF et al.,
2010).

Desta forma, para os clones de eucalipto avaliados, a discriminacéo isotopica de
carbono ndo separa simplesmente quem produz mais, mas, quem produz mais em
determinada condicdo de ambiente que muitas vezes ndo € totalmente explorado ou

conhecido.

3.2. Morfometria foliar

Dentre as caracteristicas morfométricas foliares avaliadas, apenas a area foliar
foi diferente entre os clones (p < 0,05). Os clones de média e alta tolerancia a seca, 1404
e 1277, respectivamente, cultivados em locais de precipitacdo media de 900 mm,
apresentaram na posicdo apical da copa (A), menor area foliar se comparados com 0s
valores encontrados para locais de precipitacdo média anual de 1.500 mm. J& a &rea
foliar do clone de baixa tolerancia (1407) ndo diferiu entre os locais de 900 e 1500 mm

(p > 0,05), em nenhuma das trés posic¢des da copa (Tabela 2).
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Tabela 2 — Area foliar média (cm?) dos clones de eucalipto considerados de baixa
(1407), média (1404) e alta (1277) tolerancia ao déficit hidrico em trés
posicOes da copa: basal (B); mediana (M) e apical (A) nos locais com

precipitacdo média anual de 900 e 1.500 mm.

Regido 900 mm

Regido 1500 mm

Posicdo
B 34,52 A 42,28 A
. 1407A . M 41,56 A 42,81 A
(baixa tolerancia)
A 30,40 A 38,05 A
B 39,76 A 43,90 A
- 1404 A M 39,14 A 44,38 A
(média tolerancia)
A 32,95 A 4763 B
B 22,07 A 27,15 A
1277A . M 23,58 A 28,90 A
(alta toleréncia)
A 21,43 A 2954 B

Em cada linha, B > A (p < 0,05) pelo teste t.

Verificou-se que os clones 1407 e 1404 apresentaram maiores areas foliares do

que o clone 1277 em todas as posicdes da copa nas duas regides. Porém, a area foliar

dos clones 1407 e 1404 n&o diferiu nas posi¢Oes da copa e nas regides avaliadas (Tabela

3). Isso seria indicativo que o clone 1277 se adapta a condi¢do de déficit hidrico por

possuir folhas menores.

Tabela 3 — Diferenca da area foliar média (cm?) nas trés posicées da copa, basal (B),
mediana (M) e apical (A) entre os clones de eucalipto considerados de baixa
(1407), média (1404) e alta (1277) toleréncia ao déficit hidrico em dois
locais com precipitacdo média anual de 900 e 1.500 mm.

Regido 900 mm

Regido 1500 mm

1404 1277 1404 1277

) 1407 -5,24 12,45* -1,62 15,13*
Posicdo B

1404 17,69* 16,75*

) 1407 2,43 17,98* -1,57 13,91*
Posicdo M

1404 15,55* 15,48*

. 1407 -2,54 8,98* -9,59 7,08*
Posicao A

1404 11,52* 14,21*

*p < 0,05 pelo teste t.

Considerando que as folhas do &pice da copa estdo mais expostas a radiacdo

solar e a maior movimentacédo do ar, a reducao da area foliar pode contribuir para menor
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perda de agua uma vez que diminui a superficie sujeita a evapotranspiracdo. As plantas
exibem mecanismos de adaptacdo que sdo ativados em resposta ao estresse hidrico.
Quando o déficit hidrico apresenta evolucdo suficientemente lenta para permitir
mudancas nos processos de desenvolvimento, o estresse hidrico tem varios efeitos sobre
0 crescimento, um dos quais é a limitacdo da expansdo foliar considerada como a
primeira linha de defesa contra seca (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Todos os processos de crescimento e desenvolvimento das plantas podem ser
afetados pela deficiéncia hidrica nos tecidos, causada pela excessiva demanda
evaporativa ou limitado suprimento de 4gua. Como consequéncia, ocorre desidratacdo
do protoplasto, resultando na diminui¢do do volume celular e aumento na concentragéo
de solutos (MARTINS et al., 2010).

A expansdo foliar depende de processos e caracteristicas como taxa de diviséo
celular, nimero de células e pressao de turgor, que sdo extremante sensiveis ao déficit

hidrico. A expanséo celular pode ser descrita pela equagdo (TAIZ & ZEIGER, 2004):

GR=m(¥ -

em que GR € a taxa de crescimento, considerada como o aumento de volume
irreversivel da célula, ¥p é o potencial de pressdo, ¥ é o limiar de amolecimento (a
pressdo abaixo da qual a parede celular resiste a deformacéo plastica ou irreversivel) e
m é a extensibilidade da parede. Esta equacdo mostra que um decréscimo do turgor ( #p)
causa um decréscimo da taxa de crescimento (GR). Como a expansdo foliar depende da
expansao celular, os principios que fundamentam os dois processos sdo similares. A
inibicdo da expansdo celular provoca uma lentiddo da expansdo foliar no inicio de
desenvolvimento de déficits hidricos. Com area foliar menor a planta transpira menos, o
que permite a conservacao de um suprimento de agua limitado no solo por um periodo
mais longo (TAIZ & ZEIGER, 2004).

A reducdo da area foliar em plantas sob condicBes de estresse hidrico, como
mecanismo de reducdo da perda de agua pela transpiracdo, tem sido observada por
diversos autores (LI et al., 2000; CHAVES, 2001; PEREIRA, 2006; TATAGIBA,
2007A; MARTINS, 2010; BORTOLINI et al., 2011). Osorio et al. (1998) observaram,
em plantas de E. globulus, reducdo de 50 e 65% da area foliar, quando elas foram
submetidas ao estresse hidrico moderado e severo, respectivamente. Essa reducdo foi

atribuida & menor expansdo foliar e diminuicdo na producdo de hastes e ramos.
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Resultados semelhantes foram observados por Cabral et al. (2004) em plantas jovens
de Tabebuia aurea sob restri¢des hidricas. Kozlowski et al. (1991) relataram que um
dos efeitos mais drasticos do estresse hidrico é a reducdo na area foliar, levando a um
decréscimo na fotossintese e, consequentemente, no crescimento da planta.

E importante ressaltar que as expansdes celular e foliar dependem de outros
fatores bioquimicos e moleculares, além daqueles que controlam o fluxo de agua. Uma
forte evidéncia sustenta a hipotese de que as plantas alteram sua taxa de crescimento em
resposta ao estresse por meio de um controle coordenado de muitos outros processos
importantes, como a sintese da parede celular e sintese proteica (BURSSENS et al.,
2000).

3.3. Micromorfometria foliar

Para as analises micromorfométricas foliares, a varidvel que teve maior
relevancia foi porcentagem de espacos intercelulares no mesofilo.

Os clones 1404 e 1277 (meédia e alta tolerdncia a seca, respectivamente)
apresentaram menor porcentagem de espagos intercelulares (7,8 e 1,33%
respectivamente) nas folhas do &pice da copa, na area de 900 mm comparados com a
area de 1.500 mm que foi 8,94 % para o clone 1404 e 4,21 % para o clone 1277. A
porcentagem de espacos intercelulares do clone 1407 diferiu apenas em folhas da
posicao basal. Nas demais posicdes da copa, a porcentagem foi semelhante para as duas
regides (Tabela 4).
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Tabela 4 — Porcentagem de espacos intercelulares dos clones de eucaliptos considerados
de baixa (1407), média (1404) e alta (1277) tolerdncia ao déficit hidrico, em trés
posicOes da copa, basal (B), mediana (M) e apical (A), entre as areas com precipitacao

média anual de 900 e 1.500 mm.

- Regido 900 mm Regido 1.500 mm
Posicéo
B 4,80 A 9,16 B
1407 M 8,12 A 11,20 A
(baixa tolerancia) A 888 A 11.15 A
B 11,31 A 11,22 A
1404
- A M 9,54 A 10,47 A
(média tolerancia)
A 7,88 A 8,94B
B 3,01 A 452 A
1277
A M 2,62 A 373A
(alta toleréncia)
A 1,33A 421B

Para cada clone e posi¢do da copa, B >A pelo teste t, a 5 % de probabilidade.

Verificou-se que o clone 1277 apresentou menor porcentagem de espacos
intercelulares no mesofilo em todas as posi¢es da copa, comparado com o0s clones
1407 e 1404. Os clones 1407 e 1404 apresentaram espacos intercelulares semelhantes
(Tabela 5). Os valores da porcentagem de espagos intercelulares nas folhas do clone
1407 foram o inverso dos observados nas folhas dos demais clones quando se
consideram as posicdes basal e apical, nas duas areas avaliadas (Tabela 4).
Considerando que o clone tolerante (1277) apresentou diferenca significativa desta
variavel em relacdo ao clone médio tolerante (1404) e pouco tolerante (1407),
independentemente da area (Tabela 5), a reducdo dos espacos intercelulares das folhas
na porcao apical pode ser uma das caracteristicas relevantes na indicacdo da tolerancia

ao déficit hidrico.
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Tabela 5 — Diferenca da porcentagem média de espacos intercelulares do mesofilo nas
trés posicoes da copa: basal (B), mediana (M) e apical (A) entre os clones de
eucalipto considerados de baixa (1407), média (1404) e alta (1277)
tolerancia ao déficit hidrico, em duas areas com precipitacdo media anual de

900 e 1.500 mm.
Regido 900 mm Regido 1.500 mm

1404 1277 1404 1277

L 1407 -3.63 2,74* -0,02 6,68*
Posicédo B

1404 8,72* 6,70*

L 1407 -1,43 5,50* 0,74 6,08*
Posicdo M

1404 6,92* 5,34*

- 1407 1,00 7,55* 2,21 6,94*
Posicdo A

1404 6,55* 4,74*

*p < 0,05 pelo teste t.

O menor espaco intercelular e menor area foliar no clone tolerante (1277) em
comparagdo aos outros dois clones, em ambos os locais, foram marcantes e
correspondem ao que tem sido observado em plantas que habitam ambientes
xeromorficos (FAHN & CUTLER, 1992).

Derivando a primeira lei de Fick, encontra-se uma expressao para 0 tempo
requerido por uma substancia para difundir ao longo de uma distancia especifica. O
tempo médio necessario para uma particula difundir-se por uma distancia L é igual a
L%/Ds, onde D é o coeficiente de difusdo, o qual depende tanto da identidade da
particula quanto do meio onde esta se difunde. A partir da razdo entre a area total dos
espacos intercelulares no mesofilo e o comprimento do mesofilo, foi estimada a
distdncia média (L) pela qual a molécula de &gua tem de difundir-se do sitio de
evaporacdo dentro da folha para a atmosfera externa. Conhecida a distancia (L), foi
possivel calcular o tempo médio necessario para que as moléculas de agua transitem do
mesofilo até a epiderme onde se encontram os estdmatos.

O clone tolerante (1277), na area de precipitacdo média anual de 900 mm,
obteve menor tempo médio de difusdo comparado com os demais clones para folhas das
posicBes mediana e basal da copa. Contudo, essa reducdo foi mais pronunciada em
folhas presentes na posicéo apical da copa (Figura 4).

Observando o efeito das posicdes da copa em cada clone, verificou-se que o
tempo médio de difusdo nas folhas do clone de baixa tolerancia (1407) aumentou no
sentido base para posicdo apical da copa. O contrério foi observado para o clone médio

(1404) e tolerante (1277), para os quais a diferenca do tempo de difusdo ndo foi
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significativa (p > 0,05), embora haja uma tendéncia na redugdo do tempo medio de
difusdo a medida que se consideram as folhas mais apicais. A reducdo no tempo de
difusdo observada no clone 1277 é decorrente do fato de seu valor de L ser menor que
nos demais clones, ou seja, a distancia que a agua percorre por meio dos espacos
intercelulares até chegar a cavidade estomaética e sair na forma de vapor d’agua para a

atmosfera é menor no clone 1277 que nos clones 1407 e 1404 (Figura 4).
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Figura 4 — Tempo médio (s x 10™°) necessario para que o vapor d’agua difunda-se dos
espacos intercelulares do mesofilo para a atmosfera em folhas de eucalipto
em trés posicdes da copa: basal, mediana e apical dos clones de baixa
(1407), media (1404) e alta (1277) tolerancia ao déficit hidrico, localizados
em areas com precipitacdo média anual de 900 mm. Mesma letra maidscula,
dentro de cada posicdo da copa (comparacdo entre clones), e mesma letra
minuscula (comparacdo entre posi¢cdes da copa para 0 mesmo clone) nao
diferem entre si pelo teste t (p > 0,05).

Foram observadas diferencas quantitativas e qualitativas no tempo de difuséo
entre 0s clones e entre 0os ambientes avaliados (Figuras 4 e 5). Nas areas com
precipitacdo média anual de 1.500 mm, também foi verificado que o clone 1277 possuiu
um tempo médio de difusdo menor que os demais clones em todas as posi¢des da copa.
Avaliando o efeito das posi¢cdes da copa em cada clone, o tempo médio de difusdo
encontrado foi semelhante (Figura 5). Nas areas com precipitacdo média de 900 mm,

observa-se a tendéncia de manutencdo do tempo médio de difusdo para os clones
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tolerante e médio tolerante independente da posicdo amostrada, o contrario sendo
observado para o clone de baixa tolerancia que apresentou um aumento desta variavel.
O maior tempo de difusdo nas folhas da posicdo apical dos clones 1407 e 1404 esta
relacionado ao aumento da porcentagem de espacos intercelulares (Tabela 4). Este
comportamento pode favorecer a maior suscetibilidade ao estresse hidrico destes clones
por dificultar o processo de evapotranspiragdo e transporte no xilema. Por outro lado,
nas areas com maior disponibilidade de agua, ndo foi verificada diferencas no tempo de
difusdo do vapor d’agua entre as posi¢oes basal, mediana e apical da copa dentro de
cada clone, mas os clones diferiram entre si dentro de cada posicdo (Figura 5).
Independente da posigéo, o clone tolerante (1277) apresentou menor tempo de difuséo,
sugerindo mais uma vez, que a reducdo de espacos intercelulares (Tabela 4) e do tempo

de difusdo (Figura 5) estdo associados a tolerancia ao déficit hidrico.
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Figura 5 — Tempo médio (x 10°s) necessario para que o vapor d’agua difunda-se dos
espacos intercelulares do mesofilo para a atmosfera em folhas de eucalipto
em trés posicdes da copa, basal, mediana e apical dos clones de baixa
(1407), média (1404) e alta (1277) tolerancia ao déficit hidrico localizados
em é&reas com precipitacgio média anual de 1.500 mm. Mesma letra
maiulscula, dentro de cada posic¢ao da copa (comparacdo entre clones), e pela
mesma letra mindscula (comparagdo entre posi¢Ges da copa para 0 mesmo
clone) néo diferem entre si pelo teste t (p > 0,05).
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Observagoes de campo permitiram verificar que o clone 1277 possuia a copa
menos adensada que as copas dos outros clones (Figura 6), o que contribui para uma
maior movimentacdo de ar ao longo do dossel. O vento tem uma acgéo preponderante na
remocao da camada limitrofe, que corresponde a camada de vapor existente entre uma
superficie evaporante qualquer e o meio externo a essa superficie. Com maior
circulagdo de ar, a tendéncia ¢ que ocorra maior remog¢do da camada de vapor d’agua
sobre a superficie evaporante da folha. Com essa remocdo, ha menor pressao de vapor
d’agua sobre essa superficie, e, consequentemente a dgua escapara mais facilmente da
fase liquida (dentro da folha) para a fase gasosa (atmosfera). A diminuigdo do tempo de
difusdo da &gua para a superficie aumenta a eficiéncia na transpiragdo. Esta arquitetura
da copa da planta pode constituir um ambiente mais favoravel a diferenciacdo de folhas
com menores areas (Tabela 2) e menores proporgoes de espacos intercelulares (Tabela
4).

ANRE . . vgah TSN
1407 (baixa tolerancia)

1277 (alta tolerancia)

Figura 6 — Arquitetura da copa dos clones de eucalipto 1407 (baixa toleréncia), 1404
(média tolerancia) e 1277 (alta tolerancia) em areas com precipitacdo média anual de
900 mm.
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Também foi observado que o clone 1277 apresenta folhas anfiestomaticas,
enquanto os demais clones (1407 e 1404) apresentaram folhas hipoestomaticas.
Segundo Parkhurst et al. (1988), a presenca de estbmatos em ambas as superficies da
folha reduz a distancia de difusdo do CO, no mesofilo. Além do carater anfiestomatico,
0 clone tolerante (1277) apresentou epiderme simples unisseriada com seis a sete
camadas de parénquima palicddico bem diferenciado, tendendo a parénquima
homogéneo donde o parénguima lacunoso é praticamente ausente. Nos demais clones as
camadas de parénquima palicadico sdo menos definidas e a presenca do parénquima
lacunoso é nitida (Figura 7). O aumento na camada pali¢adica é citado por Zagdanska &
Kozdoj (1994) como estratégia utilizada pelos vegetais para manter a capacidade
fotossintética em potenciais de dgua muito baixo. Outra caracteristica observada foi a
presenca de fibras na posicao superior e inferior dos feixes vasculares do clone 1277.
Nos clones 1407 e 1404, as fibras se encontram apenas na posic¢ao superior dos feixes
vasculares.

As caracteristicas observadas no clone 1277 se assemelham com as
caracteristicas de plantas xerofitas como a Capparis spinosa cultivadas na regido
mediterrdneo, que possuem estdbmatos uniformemente distribuidos em ambas as
superficies foliares, carregam um grande numero de células no mesofilo e uma baixa
porcentagem de espaco intercelular (Rhizopoulou et al., 2003). As outras caracteristicas
analisadas como comprimento, largura de folha, espessura de cuticula, epiderme
superior e inferior ndo seguiram o0 mesmo padrdo das variaveis discutidas
anteriormente. Uma possivel explicacdo pode ser ao fato que as coletas das folhas no
campo foram feitas ao final da estacdo chuvosa. A coleta do material vegetal ao final da
estacdo seca podera contribuir para melhor avaliacdo e ou discriminacdo das
caracteristicas dos genotipos, bem como a estimativa da influéncia do ambiente e do
genotipo sobre as mesmas.

Em suma, foram verificadas diferencas qualitativas e quantitativas significantes
entre os clones divergentes quanto a tolerancia ao déficit hidrico. As caracteristicas
xeromorficas mais evidentes conferem ao clone tolerante (1277) melhores condi¢es de
se adaptar ou se desenvolver sob condi¢Ges onde ha restricdo na disponibilidade de

agua.
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Figura 7 — SecOes transversais (microscopia de luz) do limbo foliar localizadas na
posicdo apical da copa em areas com precipitacdo média anual de 900 mm
dos clones considerados de baixa (1407), média (1404) e alta (1277)
tolerdncia ao déficit hidrico. Ed = face adaxial da epiderme; Eb = face
abaxial da epiderme; Es = estbmato; Pp = parénquima pali¢adico; Fv = feixe

vascular; Fi

= fibras; Ei = espaco intercelular.
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4, CONCLUSOES

1. A discriminacdo dos isotopos de C estd associada a tolerancia ao déficit
hidrico em eucalipto.

2. O menor tempo de difusdo do vapor d’agua e menor espaco intercelular no
mesofilo sdo caracteristicas associadas a tolerancia a seca em eucalipto.

3. Em regibes com deficit hidrico, as caracteristicas morfologicas e anatdmicas
como a area foliar, espacgos intercelulares do mesofilo e tempo de difusdo séo

indicadores de tolerancia ao estresse hidrico.
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