SAMYRA ALVES CONDE

BIOMARCADORES FENOTIPICOS PARA SELECAO PRECOCE DE
CLONES DE EUCALIPTO TOLERANTES A SECA DE PONTEIROS
ASSOCIADA AO DEFICIT HIDRICO

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduacao
em Fitotecnia, para obtencao do titulo de
Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2019



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vicosa - Campus Vicosa

C745b
2019

Condé, Samyra Alves, 2019-

Biomarcadores fenotipicos para seleciao precoce de clones
de eucalipto tolerantes a seca de ponteiros associada ao déficit
hidrico / Samyra Alves Condé. — Vicosa, MG, 2019.

vi, 41f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Luiz Antonio dos Santos Dias.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vicosa.
Referéncias bibliograficas: f. 33-41.

1. Eucalipto. 2. Florestas - Melhoramento genético.
3. Eucalipto - Resisténcia a seca. 4. Déficit hidrico. 5. Distarbios
fisioldgicos. I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Fitotecnia. Programa de P6s-Graduacao em Fitotecnia. II. Titulo.

CDD 22. ed. 634.973766




SAMYRA ALVES CONDE

BIOMARCADORES FENOT{PICOS PARA SELECAO PRECOCE DE
CLONES DE EUCALIPTO TOLERANTES A SECA DE PONTEIROS
ASSOCIADA AO DEFICIT HIDRICO

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parie das
exigéncias do Programa de Pos-Graduagdo
em Fitotecnia, para obten¢do do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 20 de fevereiro de 2019.

C %W Jovréo Ctle i inons . A Posh
Thais Roseli Corréa Ed¢ard Augustd’de Toledo Picoli
(Coorientadora) (Coorientador)

Gty § Ve

Francisco Charles dos Santos Silva

-

W

/% S~
Luiz Antonio dos Santos Dias
(Orientador)




Aos meus pais, Sandra e Jodo, por terem abdicado de varios sonhos em prol dos meus, e
por me apoiarem nesta jornada.

A minha avo, Irani, por ser minha maior inspira¢ao de forga e garra.

Dedico

i



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradego a Deus, por ser meu guia e por me dar forcas e gracas para
completar mais uma etapa de minha vida.

Sou grata aos meus pais, Sandra e Jodo, pelo amor incondicional, apoio, educagao e licao
de vida, por sempre vibrarem com as conquistas e superacdes dos desafios da vida.
Agradeco também a minha irma Elisa pela admira¢do; a minha av6 Irani por todos os
conselhos e oracdes que me fizeram prosseguir; aos meus afilhados: Milena, Sofia e
Lucas, pela luz que recarrega minhas energias quando necessario; a0 meu namorado
Rodrigo por me ajudar a levantar, e pelo apoio nos momentos dificeis; e aos meus tios e
primos pelo constante carinho e oragdes.

A Universidade Federal de Vicosa e ao Departamento de Fitotecnia, pelo ensino de
exceléncia. Ao professor Luiz Antdnio dos Santos Dias pela disponibilidade, orientagcdao
e seriedade; ao professor Edgard Augusto de Toledo Picoli, pelo auxilio em todo o
processo de realizacdo desse trabalho, ensinamentos e por toda paciéncia; a professora
Thais Roseli Corréa, pela orientacdo, amizade, dedicacdo, incentivo e principalmente por
nao medir esfor¢os para tornar este trabalho uma realidade.

Agradego aos novos amigos que conquistei em Vigosa e aos velhos amigos de Rio Pomba,
pela parceria e pelas risadas que tornaram minha caminhada mais feliz e agradavel.

Por fim, agradeco a Suzano pelo apoio ndo apenas financeiro, mas também pela ajuda em
todas as etapas na condugdo desse experimento, que engloba desde o fornecimento das
mudas até analise e processamento dos dados. Em especial, gostaria de agradecer ao

Edival, que contribuiu de forma significativa em todas as etapas deste experimento.

i1



SUMARIO

RESUMO ...ttt sttt ettt et sttt e neesneenteens v
ABSTRACT ...ttt ettt sttt et sttt be e vi
1. INTRODUGAO. ..ottt et 1
2. REVISAO DE LITERATURAL........cooooiieeeeeeeeeeeee e 3
2.1 O eucalipto N0 Brasil.........cceciieeiiiieiiee e s 3
2.2 A seca de ponteiros €m UCAIIPLO.....c.uueruiieiiierieeiieie ettt 4
2.3 Melhoramento genético, sele¢do precoce e biomarcadores em eucalipto............. 5
3. MATERIAL E METODOS..........ooooitiieieieeeeeeeeeeeee e 6
3.1 Varidveis ANAtOMICAS. ......eeeuueeitieriieetieteestte et e stee st estteebeesbtesbeesbbeebeesaeeeseesaeeens 8
3.2 Varidveis FiSIOIOZICAS. .....ccuieiuiiriieiieciie ettt ettt ettt et et steesaaeebeesaneenseens 10
3.3 Varidveis MOrfolOZICaS. ......couuieiiiiieeiieie ettt ettt s 10
3.4 Varidveis NULTICIONAIS. ....ccuvieeieeeeieeeeeeesiteeesiveeesteeeeseeesseeessseeessseeessseeessseesnsseenns 11
3.5 Analises EStatiStiCas. ....ccouiiuiiriiiiieiie ettt 11
4. RESULTADOS ...ttt ettt ettt sttt sttt et sbe et e saeens 12
5. DISCUSSAQ. ...ttt et 21
6. CONCLUSOES.......coutiuiitiireiietineineiee ettt 32
7. REFERENCIAS. ...ttt ettt sttt st e nae e e eneas 33

v



RESUMO

CONDE, Samyra Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2019.
Biomarcadores fenotipicos para selecio precoce de clones de eucalipto tolerantes a
seca de ponteiros associada ao déficit hidrico. Orientador: Luiz Antonio dos Santos
Dias. Coorientadores: Edgard Augusto de Toledo Picoli e Thais Roseli Corréa.

A seca de ponteiros do eucalipto ¢ um disturbio fisiologico com etiologia complexa
induzida por fatores biodticos e abidticos, dos quais o déficit hidrico ¢ um intensificador
de sua ocorréncia. A sele¢do precoce para tolerancia a seca de ponteiros pode ser Util para
classificar clones por meio da avaliagdo de biomarcadores fenotipicos. Esse procedimento
pode igualmente facilitar a discriminagao de clones quanto a tolerancia ao déficit hidrico.
O objetivo deste estudo foi estimar parametros genéticos de biomarcadores anatomicos,
fisiologicos, morfoldgicos e nutricionais, visando a selecdo precoce para a tolerancia a
seca de ponteiros e ao déficit hidrico, em clones comerciais de eucalipto. As estimativas
dos parametros foram obtidas pela metodologia de modelos mistos (REML/BLUP). Trés
tratamentos foram conduzidos: i) controle (manejo padrao do viveiro sem estresse), ii)
100 mL de 4gua ao dia e, iii) 300 PEG g L™! (aplicacdo de 100 mL de solugdo 300 g L''a
cada dois dias). A aplicagdo do estresse hidrico nestes tratamentos teve duracdo de 120
dias, periodo de condugao do experimento. Foram avaliadas um total de 46 caracteristicas,
das quais 24 foram promissoras para sele¢ao precoce para a tolerancia a seca de ponteiros
e para discriminar clones divergentes quanto a tolerancia ao déficit hidrico, sendo elas:
caracteristicas anatomicas (densidade estomatica, area de secdo transversal, de tecido
vascular, xilema, floema, cortex e espessura total da folha); fisiologicas (condutancia
estomatica, transpiracdo 60 e 90 dias e fotossintese 90 dias); morfologicas (altura,
diametro, area foliar, incremento em didmetro ¢ em altura) e; nutricionais (teores de
nitrogénio, potdssio, magnésio, enxofre, cobre, zinco, boro e manganés). Essas
caracteristicas foram escolhidas com base em sua significdncia por apresentarem
herdabilidade e acuricia de maior magnitude. Além disso consideradas bons
biomarcadores para sele¢do precoce de clones visando a tolerancia a seca de ponteiros e
ao déficit hidrico. Os clones tolerantes Suz 7, Suz 6, Suz 10, Suz 3 e Suz 9 foram
selecionados por meio do indice de selecdo de Mulamba e Mock a partir dos
biomarcadores citados acima, podendo também ser utilizados para selegdo precoce

relacionada ao déficit hidrico e ao disturbio.



ABSTRACT

CONDE, Samyra Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2019.
Phenotypic biomarkers for early selection of eucalypt clones tolerant to dieback
associated with water deficit. Adviser: Luiz Antonio dos Santos Dias. Co-advisers:
Edgard Augusto de Toledo Picoli and Thais Roseli Corréa.

The Eucalyptus dieback is a physiological disturbance with complex etiology induced by
biotic and abiotic factors, of which the water deficit is an enhancer of this occurrence.
Early selection for dieback tolerance may be useful for classifying clones by evaluating
phenotypic biomarkers. This procedure may also facilitate the discrimination of clones as
to tolerance to water deficit. The objective of this study was to estimate genetic
parameters of anatomical, physiological, morphological and nutritional biomarkers,
aiming at the early selection for dieback tolerance and water deficit, in commercial
Eucalyptus clones. The parameter estimates were obtained using the mixed model
methodology (REML/BLUP). Three treatments were conducted: 1) control (standard
management of the nursery without stress), ii) 100 mL of water per day and iii) 300 PEG
g L-1 (application of 100 mL of 300 g L-1 solution every two days). The experiment was
carried out during 120 days, period that the water stress was applied at the treatments. A
total of 46 characteristics were evaluated to identify the most promising ones for early
selection dieback tolerance and to discriminate divergent clones for tolerance to water
deficit. The anatomical characteristics (stomatal density, cross-sectional area, vascular
tissue, xylem, phloem, cortex and total leaf thickness); physiological (stomatal
conductance, transpiration 60 and 90 days and photosynthesis 90 days); (height, diameter,
leaf area, incrementing in diameter and height); nutrients (nitrogen, potassium,
magnesium, sulfur, copper, zinc, boron and manganese). These characteristics were
chosen based on their significance because they presented heritability and accuracy of
greater magnitude. In addition, they were considered good biomarkers for early selection
of clones aiming at dieback and water deficit tolerance. The tolerant clones Suz 7, Suz 6,
Suz 10, Suz 3 and Suz 9 were selected using the Mulamba and Mock selection index from
the biomarkers mentioned above, and could also be used for early selection related to

water deficit and disturbance.
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1. INTRODUCAO

O eucalipto pertence a divisao Magnoliophyta, classe Eudicotyledoneae, ordem
Mpyrtales, familia Myrtaceae e género Eucalyptus. Nativo do continente australiano e ilhas
da Indonésia, passou a ser um dos géneros florestais mais plantados no mundo
(GRATTAPAGLIA e KIRST, 2008). O Brasil possui 7,74 milhdes de hectares de
florestas plantadas (0,9% do territorio nacional), dos quais 5,7 milhdes sdo ocupados com
eucalipto, com altos niveis de produtividade decorrentes das favoraveis condi¢des de solo
e clima, da disponibilidade de terra e do alto grau de pesquisas nesse setor (IBA, 2017).

O sucesso da eucaliptocultura brasileira se da pela elevada produtividade por
unidade de area ao ano e diversificacao de produtos e subprodutos, onde se destacam o
mercado de papel e celulose, energia, madeira serrada, painéis e laminados, Oleos
essenciais e geracao de energia. Entretanto, nos ultimos cinco anos, a produtividade do
eucalipto aumentou somente 0,2% ao ano (IBA, 2017). O menor crescimento em
produtividade tem sido atribuido as alteragdes no regime de chuva em grande parte do
territorio nacional e do avango do plantio para novas fronteiras florestais, onde,
frequentemente, as plantas se encontram sob condi¢Oes adversas de desenvolvimento
(CAMBRALIA, 2005). O aparecimento de disturbios, antes ausentes, ¢ atribuido a estas
condigdes estressantes ou limitantes ao crescimento das plantas que ocorrem nestas areas.

Dentre estes disturbios, a seca de ponteiros merece destaque, sendo caracterizada
pela seca de apices de galhos e ramos da haste principal e pela incidéncia de lesdes ou
minicancros nessas partes. Essas lesdes evoluem rapidamente e, em condigdes mais
severas, ocorre a desfolha completa, culminando com a morte da parte apical do ramo,
com o consequente comprometimento do crescimento da planta (FERREIRA, 1989;
LEITE et al., 2014). Considerada uma enfermidade de etiologia complexa, a seca de
ponteiros do eucalipto € induzida por fatores abidticos e biodticos (ALFENAS et al., 2004;
JURSKIS, 2005).

A ocorréncia dos sintomas parece estar ligada a idade do eucalipto associada a
condi¢des de disponibilidade de 4gua, uma vez que sdo expressos até o terceiro e/ou,
quarto ano de plantio, nos meses mais secos dos anos. Apos este periodo, os sintomas do
disturbio sdo pouco expressos. Essa reducdo na expressdo de ocorréncia do disttrbio €
atribuida ao aumento do indice de area foliar de plantios mais velhos, possibilitando maior
demanda transpiratdria pelas plantas (FERREIRA, 1989; MATTIELLO et al., 2009).

O déficit hidrico, dentre os fatores abioticos, ¢ o principal fator ambiental que

limita o crescimento e a produtividade das culturas agricolas (CHAVES et al., 2009). O
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impacto do déficit hidrico sobre os vegetais ¢ complexo, visto que as plantas apresentam
diferentes mecanismos adaptativos a escassez de agua como, por exemplo, a redugdo do
potencial hidrico aliado a adaptagdes nutricionais, morfologicas, fisiologicas e
anatomicas (NOGUEIRA et al., 2005).

A introdugdo de gendtipos adaptados as condigdes de estresse hidrico, e resistentes
a distarbios fisiologicos como a seca de ponteiros, ¢ essencial para a manutengdo do
potencial produtivo do setor, sendo um dos objetivos do melhoramento genético florestal.
Contudo, o melhoramento do eucalipto ¢ limitado pelo longo ciclo da cultura e altos
custos de avaliacdo necessarios para obtencao dos clones superiores (BELTRAME et al.,
2012).

Cada ciclo de selecao e obtengdo de progénies, que inclui avaliacdo e selecao
fenotipica, e o cruzamento entre as familias selecionadas para formar uma nova
populagdo, requer aproximadamente 10 anos (PEREIRA et al., 1997). Neste contexto, a
selecdo precoce contribui para o incremento na produtividade e para a otimizagdo das
areas de plantio, visto que caracteres avaliados em idades mais jovens da planta sdo
usados como preditores de caracteristicas em idade adulta produtiva, antecipando os
ganhos genéticos (MORAES et al., 2014). Para auxiliar o melhorista na sele¢ao de clones
superiores para diversas condicdes ambientais, as estimativas dos parametros genéticos
sao de grande utilidade no planejamento dos programas de melhoramento (MORAES et
al., 2011; MIRANDA et al., 2013). Portanto, a existéncia de variabilidade genética e a
identificacdo de biomarcadores fenotipicos para caracteristicas de interesse sao requisitos
necessarios para a reducdo do tempo de sele¢do de clones superiores para formacao de
plantios comerciais (CORREA et al., 2017).

Diante do exposto, a partir de dados experimentais de avaliagdo precoce em clones
comerciais de eucalipto, este estudo foi realizado com os seguintes objetivos: 1) identificar
e validar biomarcadores para a sele¢do precoce visando a tolerancia ao estresse hidrico e
seca de ponteiros, por meio das estimativas de pardmetros genéticos; e ii) validar a sele¢ao
precoce e classificagdo dos clones quanto a tolerancia ao déficit hidrico e a seca de

ponteiros.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O eucalipto no Brasil

O género Eucalyptus abrange cerca de 700 espécies e apresenta dois grandes
centros de dispersdo: Américas e Australia (LIMA, 1984; MARTINS, 2007). A
dissemina¢do de sementes de eucaliptos no mundo comegou no inicio do século XIX. Na
América do Sul, o primeiro pais a introduzir o eucalipto foi o Chile, em 1823, e
posteriormente, a Argentina ¢ o Uruguai. Em seguida, por volta de 1850, paises como
Portugal, Espanha e india também iniciaram plantios de eucalipto.

As primeiras mudas de eucalipto chegaram ao Brasil em 1868, e a introdugdo do
género tomou impulso no inicio do século XX. Em 1903, o pioneiro Navarro de Andrade
trouxe mudas de eucalipto para fins de producdo de madeira e para suprir a demanda nas
estradas de ferro (MORA e GARCIA, 2000). Nas décadas de 1960 e 70, ocorreu um
aumento expressivo de dareas reflorestadas com eucalipto devido a incentivos
governamentais.

Dentre as principais espécies utilizadas no pais, E. grandis e seus hibridos
interespecificos, principalmente com E. urophylla, continuam sendo as mais importantes,
em face de seu uso intensivo e crescente nos segmentos industriais devido a qualidade da
sua madeira (PINTO JUNIOR et al., 2008). O Brasil ¢ destaque mundial no plantio de
eucalipto, em razao da alta produtividade decorrente do rapido crescimento e do ciclo de
producao relativamente curto (BARRETO et al., 2007), o que permite a ampla difusao da
cultura em territdrio nacional.

O género FEucalyptus tem sido muito utilizado nas industrias de madeira
processada, extracdo de esséncias, producdo de mourdes, energia, papel e celulose, entre
outros (OLIVEIRA, 2012). O pioneirismo brasileiro no setor de florestas plantadas e os
investimentos constantes em inovacao contribuem para promover a diversificagdao de usos
da madeira de forma sustentdvel (IBA, 2017). Devido & importancia econémica dos
plantios comerciais de eucalipto, os interesses e investimentos em programas de
melhoramento genético e de manejo para espécies do género tém se intensificado e
proporcionado o aprimoramento da avaliacdo e selecdo de clones com caracteristicas
fenotipicas adequadas para os aspectos silviculturais e tecnoldégicos (RAMALHO et al.,

2012).



2.2 A seca de ponteiros em eucalipto

Os plantios de eucalipto na Australia, América do Norte, Europa (JURSKIS,
2005) e Brasil (MATTIELLO et al., 2009) tém sido afetados pela “seca de ponteiros”, um
distarbio fisioldgico caracterizado pela deterioragdo gradual em arvores sauddveis ao
longo de meses ou anos, acarretando a sua morte prematura (ROSS e BRACK, 2015). Na
Austrélia, a seca de ponteiros foi relatada em todos os estados (ROSS e BRACK, 2015)
e acredita-se que ela seja problema em florestas nativas e plantadas desde 1920 (CIESLA
e DONAUBAUER, 1994).

No Brasil, esse distarbio foi constatado pela primeira vez em maio de 1988 e em
junho de 1992, em plantios localizados no municipio de Arapoti, Parana. O problema foi
caracterizado por uma seca de ponteiros, denominada Seca de Ponteiros da Regido de
Arapoti (SPEA) (MASCHIO et al., 1996). Os sintomas iniciais da SPEA, no campo,
foram observados no verdo, o que levou a supor que as condi¢cdes climaticas
condicionaram a ocorréncia do distirbio. A seca de ponteiros se torna mais severa a
medida que, no decorrer do ano, se repetem periodos com temperaturas elevadas e chuvas
pouco intensas e mal distribuidas.

Posteriormente, foi observada na regido do Vale do Rio Doce, em Minas Gerais
(ALFENAS et al., 2004), entdo denominada de seca de ponteiros da regido do Vale do
Rio Doce (SPRVRD), dado suas caracteristicas sintomatoldgicas de necrose amarronzada
na inser¢ao de ramos secundarios e peciolos, culminando em intensa desfolha, € em casos
mais extremos, levando a morte da planta. Os primeiros registros do disturbio nessa regiao
datam de 1976, no entanto, as causas ainda sao desconhecidas (FERREIRA, 1989).

A seca de ponteiros ¢ considerada uma enfermidade de etiologia complexa,
induzida por fatores abioticos e bidticos (ALFENAS et al., 2004; JURSKIS, 2005).
Dentre os fatores associados a ela destacam-se o ataque de insetos (ROSS e BRACK,
2015), de patogenos como Fusarium sp. (KRUGNER et al., 2005), deficiéncia nutricional
(MATTIELLO et al., 2009) e alteragdes climaticas (JURSKIS, 2005). Além destes, ela
também pode ser relacionada ao déficit hidrico (CORREA et al., 2017).

Corréa et al. (2017) avaliaram diferentes clones de eucalipto, tolerantes e
suscetiveis a seca de ponteiros a partir de dados de histérico de ocorréncia e, associaram
biomarcadores morfologicos (altura da planta, diametro e densidade do caule, incremento
em altura e area foliar) e nutricionais (teores de N, K e B), relacionadas a tolerancia ao

deficit hidrico ao disturbio. Segundo estes autores, os clones de eucalipto apresentam



respostas diferenciadas ao estresse hidrico, o que permitiu a identificacdo precoce dos

clones de maior e menor tolerancia ao estresse hidrico e a seca de ponteiros.

2.3 Melhoramento genético, selecio precoce e biomarcadores em eucalipto

Inicialmente, a énfase nos programas de melhoramento foi a introdugdo de
diferentes espécies e procedéncias de eucalipto das regides de origem e identificacao
daquelas mais adaptadas as condigdes ambientais brasileiras (BISON, 2004).
Posteriormente, os esforcos foram concentrados na sele¢do massal de individuos
superiores e selecao com familias de meios-irmaos, com o objetivo de produzir sementes
melhoradas de algumas espécies (RESENDE, 2001).

Por algumas décadas, o melhoramento genético de Eucalyptus no Brasil foi
direcionado para a produtividade de madeira, com grande sucesso (VENCOVSKY e
RAMALHO, 2000; SILVA ¢ BARRICHELLO, 2006). E importante mencionar que o
aumento da produtividade, aliado a melhoria das propriedades da madeira, contribuiram
de forma significativa para a reducao de custos operacionais, melhoria do desempenho da
matéria-prima no processo industrial e na adequacdo dessa a fabricacdo de produtos de
alta qualidade (ASSIS e MAFFIA, 2007).

O tempo ¢ um fator limitante nos programas de melhoramento genético de
espécies florestais, pois envolvem espécies de ciclos longos, demorados e onerosos. No
Brasil, uma geragdo de melhoramento de eucalipto dura aproximadamente 10 anos
(PEREIRA et al., 1997). Os programas tém por base a selecdo de gendtipos superiores,
atividade de importancia e que deve ser praticada com rigor, visando eficiéncia e precisao
(MASSARO et al., 2010). Neste processo, a selecdo precoce ¢ uma alternativa para a
reducdo do tempo de selegao desses genodtipos.

A selegdo precoce tem sido preconizada para Eucalyptus (CHAVES et al., 2004;
MASSARO et al., 2010) e tem se mostrado eficiente, tanto para selecdo em testes de
progénies de familias de meio irmdos, quanto para selecdo em testes clonais de hibridos
(FONSECA et al., 2010). Por essa razdo, os melhoristas de espécies florestais tém
procurado identificar caracteristicas de arvores em idade juvenil relacionadas aquelas de
interesse econdmico na fase adulta, de forma a predizer, precocemente, o desempenho de
um clone adulto, diminuindo o tempo para se completar um ciclo de sele¢do e antecipando
o ganho genético (MORAES et al., 2014).

Outro fator de importancia no melhoramento genético € o uso de biomarcadores,

conhecidos como descritores. Biomarcadores sdo caracterizados como quaisquer
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elementos que podem diferenciar e caracterizar um individuo. Estas caracteristicas usadas
na selecdo devem ser reproduzidas na descendéncia (OLIVEIRA et al., 2007). Os
caracteres fenotipicos quantitativos apresentam a maior influéncia do ambiente por serem
governados por varios genes. Esses caracteres sdo fundamentais na caracterizagdo de
acessos, uma vez que vao influenciar o real potencial produtivo deles e a possibilidade de
utilizacdo de forma direta ou no melhoramento genético. Por sua vez, os caracteres
qualitativos tém a sua importancia na caracterizacdo de germoplasma por serem

relativamente de facil aferi¢do, de menor custo e menos influenciados pelo ambiente.

3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado em casa de vegetagdo na empresa Clonar -
Resisténcia a Doencgas de Plantas, Cajuri, MG (latitude de 20° 47" 26" S e longitude de
42°47'48" W). Para a conducao do experimento, foram utilizados mudas de doze clones
comerciais (Tabela 1), disponibilizados pela empresa Suzano Papel e Celulose. A
identificacao comercial dos clones foi suprimida por exigéncia de contrato com clausula
de sigilo. A Suzano Papel e Celulose forneceu os dados de campo sobre o grau de
tolerdncia a seca de ponteiros e ao déficit hidrico de cada clone, de acordo com o
levantamento historico nas areas de produ¢do mais propensas a ocorréncia desse

distarbio.

Tabela 1. Clones comerciais de eucalipto e sua classificacdo quanto a tolerancia e

suscetibilidade a seca de ponteiros e ao déficit hidrico

Clone Background Genético Seca de ponteiro Déficit hidrico
Suz 1 E. grandis x E. urophylla Tolerante Tolerante
Suz 2 E. grandis x E. pellita Tolerante Tolerante
Suz 3 E. grandis x E. urophylla Tolerante Tolerante
Suz 4 E. grandis x E. pellita Suscetivel Suscetivel
Suz 5 E. grandis x E. urophylla Suscetivel Suscetivel
Suz 6 E. platyphylla Tolerante Tolerante
Suz 7 E. grandis x E. urophylla Tolerante Tolerante
Suz 8 E. grandis x E. urophylla Suscetivel Suscetivel
Suz 9 E. grandis Tolerante Tolerante
Suz 10 E. urophylla Tolerante Tolerante
Suz 11 E. grandis Suscetivel Suscetivel
Suz 12 E. grandis x E. urophylla Tolerante Tolerante

Fonte: Suzano Papel e Celulose



As mudas com cerca de 120 dias foram transplantadas para sacos plasticos pretos,
de volume de 2 L contendo substrato de casca de arroz carbonizada e adubo. A seguir,
passaram por aclimatizacdo em casa de vegetagao, a temperatura média de 25°C, umidade
relativa média de 70%, com iluminacdo natural e irrigacdo didria. O experimento foi
instalado apos 40 dias de aclimatacdo. Os tratos culturais foram realizados de acordo com
procedimento padrao de viveiro da Clonar, incluindo adubagdo inicial e de cobertura,
irrigacao diaria e controle fitossanitario, quando necessario.

O experimento foi instalado em delineamento em blocos casualizados, com trés
repeti¢des, e os dados obtidos avaliados em esquema fatorial 12 x 3, sendo 12 clones
(Tabela 1) e trés tratamentos (Tabela 2). O inicio do experimento foi realizado apos o
periodo de aclimatacdo, com a aplicagao de PEG, realizada em intervalos de 2 dias, e
manuten¢ao da irrigacdo e disponibilidade de agua diferenciada para as mudas nos demais
tratamentos. Os tratamentos utilizados nesse experimento para simulacdo de déficit
hidrico foram estabelecidos e conduzidos de acordo com Corréa et al. (20017). O
experimento teve duragdo de aproximadamente 18 semanas e os dados foram coletados

ao longo de sua condugao (Figura 1).

Tabela 2. Descricdo dos tratamentos de simulagdo de déficit hidrico aplicados para

selecao precoce quanto a seca de ponteiros em 12 clones comerciais de eucalipto

Tratamento Descricao
Plantas mantidas em casa de vegetagdo, em sacos plésticos de 2 L com
1- Controle substrato casca de arroz carbonizada, adubagdo de implantacdo e

cobertura, temperatura média de 25 °C, iluminado com luz natural,
umidade relativa de 70% e irrigacdo diaria.

Procedimento padrdo para simulagdo de estresse hidrico a cada dois
2- 300 g L' dias durante todo o experimento, com a aplicacio de 100 mL de

PEG solucao de polietileno glicol 6000 (PEG), na concentracao de 300 g L~
'por vaso.

3-100 mL L

Agua Procedimento padrdo para simulagdo do estresse hidrico durante todos

os dias do experimento, com irrigacao restrita a aplicagao de 100 mL
de adgua por vaso.

Fonte: Corréa et al., 2017



Figura 1. Experimento com simulagdo de déficit hidrico com diferentes clones
comerciais de eucalipto conduzidos em casa de vegetagdo. A — aclimatagdo das plantas e
alocacgdo dos tratamentos; B — vista do das plantas ao final do experimento; C — detalhe
da reducdo de crescimento das plantas no tratamento 300 PEG; D — detalhe da redugdo
de crescimento das plantas sob estresse, plantas apresentando sintomas de deficiéncia
hidrica, diferenca de coloracdo das folhas; e E — detalhe do sintoma de deficiéncia hidrica

nas folhas do eucalipto.

3.1 Varidveis Anatomicas

O terco médio do limbo e o peciolo de folhas totalmente expandidas e sadias do
terco médio, foram coletadas de plantas de trés repeti¢des por tratamento para a avaliagdo
anatOmica. Todos os procedimentos a seguir foram realizados no Laboratério de
Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa, de acordo com os protocolos de

rotina e partir do material vegetal coletado.



As amostras do limbo foliar e peciolo foram fixadas em FAAso (formaldeido,
acido acético e alcool etilico 50%, na proporcao de 5:5:90, v:v:v), por 48 h e estocadas
em etanol 70% (JOHANSEN, 1940). O material foi subamostrado e se¢des de 0,5 cm? da
porcdo mediana do limbo (50% do seu comprimento) e 0,5 cm de se¢do dos peciolos
foram tomados a 50% do comprimento do seu comprimento total. As amostras foram
desidratadas na sequéncia de etanol 85% e 95%, sendo mantidas por 2 h em cada.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a mistura de etanol 95% e resina pura
(Historesin Leica, preparada conforme instru¢do do fabricante), na proporcao de 1v:1v,
por 48 h.

A infiltracao foi feita com resina pura, em um dessecador submetido a vacuo, e
em intervalos de 12 h cada, em um periodo de 7 dias. A resina pura foi misturada ao
polimerizador, conforme as instrucdes do fabricante, e as amostras emblocadas em
moldes plasticos. Na sequéncia esses moldes ficaram 72 h em estufa a 35 °C e foram
finalmente fixados em blocos de madeira com cola instantanea. Secgdes transversais com
5 um de espessura foram obtidas em microtomo rotativo automatico (RM2155, Leica
Microsystems Inc., EUA) com navalhas de vidro. Os cortes foram destinados a um
recipiente contendo dgua quente, aderidos em laminas histologicas, coradas com azul de
toluidina 0,05%, pH 6,5 (O’BRIEN et al., 1964) e montadas com resina sintética
(Permount, Fisher Scientific, EUA).

As imagens foram obtidas em camera fotografica digital (AxioCam HRc, Zeiss,
Alemanha) e microcomputador com programa de captura de imagens (Axio Vision, Zeiss,
Alemanha), acoplados a um microscopio de luz (AX-70 TRF, Olympus Optical, Japao).

As fotos foram analisadas em software para analise de imagens Image Pro Plus,
com medi¢ao de cinco campos por repeticdo, para cada varidvel analisada e obtida a
média. Para anélise anatomica do peciolo foram avaliadas a area de secdo transversal do
peciolo (ASTP); area de tecido vascular (ATV); area de xilema (XIL); area de floema
(FLO); e area do cortex (AC). Para avaliacdao do limbo foliar forma avaliadas as variaveis
espessura total da folha (ETF); epiderme face adaxial (EAD); parénquima pali¢adico
(PP); parénquima lacunoso (PL); e epiderme face abaxial (EAB).

A densidade estomatica (DE) foi realizada com base no método de impressao de
epiderme. Trés folhas expandidas do ter¢o médio da planta de cada tratamento, foram
seccionadas por uma navalha de ago na parte da nervura central e aderidas através de uma

gota de adesivo universal Super Bonder® sobre 1aminas histologicas. Aproximadamente



apos 10 segundos a folha foi retirada e a 1dmina devidamente identificada. As analises e

a quantificagdo dos estomatos foram realizadas com o programa Image Pro Plus.

3.2 Variaveis Fisiologicas

O estado hidrico das plantas foi avaliado com base no potencial hidrico foliar
medido com camara de pressdao Scholander Molelo 1000 (PMS Instrument Company) em
dois momentos: no meio, € uma semana antes do fim do experimento. As medi¢des foram
feitas na terceira folha totalmente expandida e sadia, contada a partir do apice da planta,
em dois momentos, de 3h:00 as 5h:00 (madrugada) e de 13h:00 as 15h:00 (potencial
minimo), em trés repeti¢des por tratamento.

As variaveis de transpiracdo (E1 e E2), condutancia estomatica (gs), fotossintese
(Al e A2), eficiéncia instantanea do uso da agua (A/E), eficiéncia intrinseca do uso da
agua (A/gs) e relagdo carbono interno/carbono externo (Ci/Ca) foram mensuradas com
auxilio do aparelho IRGA (LCpro-SD, ADC Biocientific Ltd.) e avaliadas no 60 e 90 dias

durante o experimento, utilizando-se folhas expandidas do ter¢o médio das plantas.

3.3 Variaveis Morfologicas

As varidveis morfologicas foram avaliadas no decorrer do experimento. No inicio
e final do experimento, foram avaliadas: o didmetro do caule (D), medido com um
paquimetro digital, graduado em milimetros, a 2,5 cm acima da regido do coleto. A
variavel incremento em didmetro (ID), foi quantificada através da diferenca do didmetro
inicial e final. A altura das plantas (AL) medida com uma trena graduada em centimetros;
e dessa diferenga de altura inicial e final do experimento, foi avaliado o incremento em
altura (IA).

No final do experimento foram avaliadas: nimero total de ramos (NTR); nimero
de ndés (NN); namero de ramificacdes (NR); e nimero de entrends (NE). Todas essas
varidveis foram feitas através de contagem direta e acima de uma marcagao (terceiro no,
contado a partir da gema apical) feita com arrame colorido na montagem do experimento.

No final do experimento fo1 feito também, a coleta de dados para area foliar (AF),
onde foram coletadas 10 folhas totalmente expandidas do terceiro ou quarto né do apice
para a base de cada planta, que posteriormente foram armazenadas em sacos plasticos
levadas a laboratorio para digitalizacdo em scaner e medidas através do programa Image

Pro Plus.
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3.4 Variaveis Nutricionais

Para a andlise das varidveis nutricionais foram coletadas vinte folhas sadias e
totalmente expandidas do ter¢o mediano de cada planta no final do experimento. As
folhas foram armazenadas em sacos de papel e secas em estufa a 60 °C por trés dias e
enviadas para o Laboratério de Solos Florestais, do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Vigosa, onde as analises de macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e
S) e micronutrientes (Zn, Cl, B, Mn, Fe, Cu e Mo) foram feitas e avaliadas segundo o

procedimento padrdo do laboratorio.

3.5 Analises Estatisticas

As estimativas dos parametros genéticos foram obtidas pela metodologia de
modelos mistos, procedimento REML/BLUP (Méxima Verossimilhanca Restrita/ Melhor
Predicao Linear Nao Viesada) e a analise de deviance (Anadev) (RESENDE e DUARTE,
2007), seguindo o seguinte modelo:
y=Xb+Zg+e, em que:
v, b, g, e: vetores de dados, de efeitos fixos (média geral, repeti¢des e tratamentos), de
efeitos genotipicos totais (aleatdrios) e de erros aleatorios, respectivamente.
X e Z: matrizes de incidéncia para b e g, respectivamente.

Equagdes de Modelo Misto:

XX Xz bl [XYy
zx zz+A(a-r)/n)||g| |2y

W = &; /(&; +67) : herdabilidade individual no sentido amplo.

Estimadores dos Componentes de Variancia via Algoritmo EM

6; =[y'y—b'Xy—g'Zyl/[N —r(X)]

6, = [g'A*g +o’tr CZZJ/Ng, em que:

r(X): posto ou numero de colunas linearmente independentes de X.
. c o [xx X'z B

CCedaformal oo Tl 2x 2z A (0207

Ng: nimero de elementos aleatdrios (individuos).

A: matriz de parentesco genético aditivo.

tr: operador trago matricial, dado pela soma dos elementos da diagonal da matriz.

N: nimero total de dados.
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Os valores genotipicos preditos foram usados para calcular o indice de sele¢do,
com base na média de ranks (MULAMBA e MOCK, 1978). Foi utilizado o software
Selegen-Reml/Blup, versdo 2014 (RESENDE, 2016) para realizagdo das analises

estatisticas.

4. RESULTADOS

Os tratamentos de déficit hidrico efetivamente reduziram a disponibilidade de
dgua na planta em relacdo ao controle. De modo geral, nos dois tratamentos 300 PEG e
100 H2O as plantas apresentaram redugdo de crescimento em relagdo ao controle (Figura
1). As plantas apresentaram reducao média de 0,36 MPa e 0,75 MPa nos tratamentos
100H20 e 300PEG, respectivamente, em relacdo ao controle (Tabela 3). As plantas
variaram quanto a propor¢cdo em que o potencial hidrico foi reduzido de forma
independente da caracteristica de tolerancia ao déficit hidrico ou a seca de ponteiros.
Sintomas de déficit hidrico como necrose marginal das folhas foi comum em clones dos

dois tratamentos (Figura 1).

Tabela 3. Potencial hidrico dos 12 clones comerciais de eucalipto, medidos durante dois

periodos do dia (5:00 e 12:00) nos trés tratamentos (Controle, 300 PEG e 100 H»0)

Potencial hidrico

Tratamento Controle 300 PEG 100 H,O

Clone madrugada dia madrugada dia madrugada dia

Suz 1-T -0,08 -0,58 -0,70 -0,87  -0,45 -1,10
Suz 2-T -0,08 -0,42  -1,43 -1,50  -0,68 -1,43
Suz 3-T -0,35 -0,57  -1,32 -1,68  -0,35 -1,10
Suz 4-S -0,10 -0,67 -1,15 -1,45  -0,38 -1,05
Suz 5 -S -0,25 -0,85  -1,17 -1,22 -0,55 -0,83
Suz 6- T -0,10 -0,58 -1,15 -1,25  -0,33 -0,93
Suz 7-T -0,12 -0,47 -0,70 -1,18  -0,48 -1,15
Suz 8-S -0,17 -0,58  -0,92 -1,23 -0,33 -0,83
Suz9-T -0,13 -0,50  -0,80 -1,02 -0,43 -1,05
Suz 10 -T -0,17 -0,52  -0,63 -1,10  -0,38 -0,63
Suz 11-S -0,23 -0,65 -1,08 -1,22 -0,43 -0,93
Suz 12 -T 0,00 -0,60  -0,85 -1,00  -0,47 -1,08
Média -0,15 -0,58 0,99 -1,23 -0,44 -1,01
Desvio Padrao 0,09 0,11 0,26 0,23 0,10 0,20

No total, 46 varidveis foram avaliadas durante a condu¢do do experimento, das

quais 11 anatomicas, 13 fisiologicas, 9 morfoldgicas e 13 nutricionais. A Figura 2 mostra
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os cortes anatdmicos do limbo foliar dos clones tolerantes e suscetiveis. A diferenga entre
os clones ndo pode ser constatada qualitativamente com base nas caracteristicas de
anatomia do limbo foliar. A diferenga entre os clones tolerantes e suscetiveis foi
verificada por meio de andlise quantitativa das areas das varidveis. No total das 5
caracteristicas avaliadas no limbo foliar, apenas a variavel area total da folha apresentou

herdabilidade e acuracia significativas (Tabela 4)

Tolerante Suscetivel

Figura 2. Se¢do transversal das folhas de clones comerciais de eucalipto. A (Suz 1), C
(Suz 6) e E (Suz 9): genotipos tolerantes a seca de ponteiros e ao déficit hidrico; B (Suz
4), D (Suz 8) e F (Suz 11): gendtipos suscetiveis. A e B: tratamento controle; C e D:
tratamento 300 PEG, e E e F: tratamento 100H2O. Efs - epiderme face superior, PP -
parénquima clorofiliano pali¢ddico, PL - parénquima clorofiliano lacunoso, Efi -
epiderme face inferior, Es - estomato, EB - etensdo de bainha, FV - feixe vascular, CS -

cavidade secretora. Barra = 100 um para todas as imagens.

Para a varidvel densidade estomadtica, foi realizada a contagem dos estdmatos na

face abaxial das folhas, visto que os clones em estudos sdo hipoestomatico. A densidade
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estomatica foi maior nos clones suscetiveis a seca de ponteiros e ao déficit hidrico,
enquanto que, para clones tolerantes, o numero de estomatos foi menor (Figura 3). Neste
caso, tanto a analise qualitativa quando a quantitativa demostra as diferengas estomaticas

entre os clones tolerantes e suscetiveis.

Tolerante Suscetivel

Figura 3. Andlise de densidade estomatica realizada na face abaxial de folhas de
eucalipto. A (Suz 1), C (Suz 6) e E (Suz 9): genoétipos tolerantes a seca de ponteiros € ao
deéficit hidrico; B (Suz 4), D (Suz 8) e F (Suz 11): genoétipos suscetiveis. A e B: tratamento
controle; C e D: tratamento 300 PEG, ¢ E e F: tratamento 100H>O. ** células epidérmicas
ordinarias sobre feixes vasculares Es - estomato, COe - célula epidérmica ordinaria, CSe

- células epidérmicas sobre cavidades secretoras. Barra =100 um para todas as imagens.

A Figura 4 mostra a area de seccao transversal do peciolo dos clones tolerantes e

suscetiveis. Qualitativamente nao foi possivel identificar diferenga entre os clones. Essa
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diferenca s6 pode ser contatada a partir de uma andlise quantitativa das areas das
estruturas anatomicas. Para andlise da anatomia do peciolo, foram avaliadas cinco
variaveis, das quais quatro apresentaram herdabilidade e acuracia significativas (Tabela

4).

Tolerante Suscetivel

Figura 4. Analise de peciolo de eucalipto. A (Suz 1), C (Suz 6) e E (Suz 9): genotipos
tolerantes a seca de ponteiros e ao déficit hidrico; B (Suz 4), D (Suz 8) e F (Suz 11):
genotipos suscetiveis. A e B: tratamento controle; C e D: tratamento 300 PEG, ¢ E ¢ F:
tratamento 100H>O. FI - floema, Xi - xilema, TF- tecido fundamental, CS - cavidade

secretora, EP — epiderme. Barra = 100 um para todas as imagens.
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Os resultados da Andlise de Deviance sdo apresentados na Tabela 4 e confirmam

a significancia de todas as variaveis avaliadas nesse experimento.

Tabela 4. Andlise de Deviance para as variaveis anatomicas, fisiologicas, morfologicas

e nutricionais avaliadas em 12 clones de eucalipto tolerantes e suscetiveis a seca de

ponteiros e ao déficit hidrico, avaliados para os trés tratamentos (Controle, 300PEG e 100

H>0)
(Continua)

Variavel Efeito Deviance LRT

Densidade estomatica Clones 756,42 4,16%*
Modelo Completo 752,26

Area de secdo transversal do Clones 1083,34 10,44

peciolo Modelo Completo 1072,9

Area de tecido vascular Clones 821,41 12,69%*x
Modelo Completo 808,72

Area de xilema Clones 671,27 8,7 8%*x
Modelo Completo 662,49

Area de floema Clones 718,23 14,89%*x
Modelo Completo 703,34

Area do cortex Clones 1030,52 8,37#xx
Modelo Completo 1022,15

Espessura total da folha Clones 769,47 3,84#*
Modelo Completo 765,63

Condutancia estomatica Clones 324,24 1,84*
Modelo Completo 322,40

Transpiracdao 60 Clones 148,38 2,65%
Modelo Completo 145,73

Fotossintese 90 Clones 399,74 63,57**x
Modelo Completo 336,17

Transpiracao 90 Clones 169,86 2,9%
Modelo Completo 166,96

Altura Clones 574,98 11,1%=x=
Modelo Completo 563,88

Diametro Clones 17,56 2,44
Modelo Completo 15,12

Area foliar Clones 851,21 19,15%xx
Modelo Completo 832,06

Incremento em didmetro Clones 36,54 8, 5%xx
Modelo Completo 28,04

Incremento em altura Clones 574,56 9,98 #*x
Modelo Completo 564,58

Nitrogénio Clones 131,53 3,03%*
Modelo Completo 128,5

Potassio Clones 279,86 7,54%%%*
Modelo Completo 272,32
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(Conclusao)

Variavel Efeito Deviance LRT

Magnésio Clones 425,71 3,44%
Modelo Completo 422,27

Enxofre Clones 421,38 1,6%
Modelo Completo 419,78

Cobre Clones 210,28 6,6**
Modelo Completo 203,68

Zinco Clones 491,93 8,85%**
Modelo Completo 483,08

Boro Clones 705,78 9,04 *x*x
Modelo Completo 696,74

Manganés Clones 1133,99 8,3 5%**
Modelo Completo 1125,64

Qui-quadrado tabelado: 2,71; 3,84 e 6,63 para os niveis de significancia 10, 5 e 1%, respectivamente

De todas as variaveis avaliadas, 24 foram selecionadas, a partir das estimativas dos

parametros genéticos como possiveis biomarcadores fenotipicas para selecdo precoce

quanto a tolerancia a seca de ponteiros e relacionadas ao déficit hidrico em eucalipto

(Tabela 5). Das variaveis selecionadas, sete sdo anatdmicas, quatro fisiologicas, cinco

morfologicas e oito nutricionais. Todas apresentaram valores de herdabilidade

significativos e acurécia alta (maior que 70%) (Tabela 5).
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Tabela 5. Estimativa dos componentes de variancia (h’g- Herdabilidade ; Acgen -
Acurécia da herdabilidade; Cve%- coeficiente de variagdo experimental) para as
variaveis anatdmicas (DE, ASTP, ATV, XIL, FLO, AC e ETF), fisioldgicas (gs, E1, A2
e E2), morfolodgicas (AL, D, AF, ID e IAL) e nutricionais( N, K, Mg, S, Cu, Zn, Be
Mn)

Estimativas de parametros genéticos

Variaveis hg Acgen Cve% Média
Densidade estomatica 0,22 0,80 16,87 122,25
Area de secio transversal do peciolo 0,30 0,89 20,98 529,39
Area de tecido vascular 0,36 0,91 23,73 121,22
Area de xilema 0,28 0,87 28,17 49,39
Area de floema 0,34 0,89 23,50 71,83
Area do cortex 0,27 0,87 21,15 408,16
Espessura total da folha 0,14 0,77 16,08 152,20
Condutancia estomatica 0,11 0,70 87,00 0,11
Transpiracao 60 0,14 0,75 50,01 2,06
Fotossintese 60 0,12 0,74 41,67 6,78
Transpiracao 90 0,10 0,71 44,60 2,70
Altura 0,31 0,89 12,27 69,20
Diametro 0,17 0,74 7,00 6,68
Area foliar 0,58 0,94 14,25 200,36
Incremento em didmetro 0,27 0,87 14,97 3,81
Incremento em altura 0,31 0,89 22,71 38,46
Nitrogénio 0,16 0,83 17,01 1,48
Potassio 0,32 0,86 12,00 1,10
Magnésio 0,21 0,78 12,04 0,44
Enxofre 0,15 0,78 100,52 29,37
Cobre 0,33 0,85 20,88 5,80
Zinco 0,36 0,88 19,3 26,51
Boro 0,35 0,88 20,49 670,18
Manganés 0,32 0,88 20,48 670,72

A variavel morfoldgica area foliar apresentou herdabilidade de 0,58, considerada
a de maior magnitude (h’g >0,50) e alta acurdcia (Acgen >0,70) para selecdo de
individuos.

As variaveis fisioldgicas condutancia estomatica (gs), transpiracdo (El),
fotossintese (A2) e transpiracdo (E2) e a varidvel anatomica ETF apresentaram
herdabilidades variando entre 0,10 e 0,14, classificadas como de baixa magnitude (0,01<
h?g <0,15). Em contrapartida, todas apresentaram acurdcia de alta magnitude
(Acgen>0,70). As demais varidveis anatdmicas: densidade estoméatica (DE); area de se¢do

transversal (AST); area de tecido vascular (ATV); xilema (XIL); floema (FLO) e 4rea de
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cortex (AC) apresentaram estimativas variando entre 0,22 a 0,36, classificadas como de
média ou moderada herdabilidade (0,15< h?g <0,50). A mesma classificagdo foi
encontrada nas varidveis morfolégicas: altura (AL); didmetro (D); incremento de
diametro (ID) e incremento de altura (IAL), onde as estimativas de herdabilidade
variaram entre 0,17 ¢ 0,31.

Os nutrientes nitrogénio (N); potassio (K); magnésio (Mg); enxofre (S); Cobre
(Cu); zinco (Zn); boro (B) e manganés (Mg) apresentaram a mesma classificacdo de
herdabilidade das variaveis citadas acima, estando os valores variando entre 0,15 a 0,36.
Mesmo todas essas variaveis apresentando valores de herdabilidade considerados de
magnitude média ou moderada, todas tiveram acuracia variando entre 0,70 a 0,91, e assim
classificadas de alta magnitude e de controle genético adequado para uso nas analises.

Das cinco variaveis anatomicas analisadas para o limbo foliar, apenas espessura
total da folha (ETF) apresentou herdabilidade e acuricia significativas (Tabela 5). A
analise qualitativa da anatomia do limbo foliar foi semelhante para os clones tolerantes e
suscetiveis, independentemente do tratamento de déficit hidrico e controle (Figura 4).

As varidveis anatomicas, fisioldgicas, morfologicas e nutricionais variaram de
forma significativa entre os clones tolerantes e suscetiveis ao déficit hidrico e a seca de
ponteiros. Esta variacdo foi utilizada de forma a ranquear os clones de acordo com sua
tolerancia ao estresse ou distarbio (Tabela 5).

O ranqueamento com base no indice de média de ranks de Mulamba ¢ Mock
(1978) foi realizado com base nas varidveis que apresentaram herdabilidade e acuracia
significativas, nos tratamentos de estresse hidrico (Tabela 5). A classificacdao dos clones
de acordo com a tolerancia a seca de ponteiros e ao déficit hidrico foi realizada tomando
por base somente os tratamentos 100 mL H,O e 300 mg L™! PEG (Tabela 6). A aplicag¢io
do fator de estresse foi essencial para que os gendtipos expressassem sua plasticidade e
potencial de resposta ao estresse, constatado pela reducdo do crescimento vegetativo
diferenciado das plantas conduzidas nesses tratamentos, em comparag@o ao controle.

Os 12 genotipos foram classificados de acordo com as 24 caracteristicas, dentre
as quais variaveis anatomicas, fisiologicas, morfoldgicas e nutricionais, € colocadas em
ordem crescente favoravel ao melhoramento genético, utilizando o indice de média de
ranks de Mulamba e Mock (1978) (Tabela 6). O ranqueamento com base nas
caracteristicas selecionadas de herdabilidade de boa magnitude e acuracia (Tabela 6)
permitiu a classificagao coerente dos genotipos de acordo com o fenotipo de resisténcia

apresentado em nivel de campo (Tabela 1).
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Tabela 6. Classificacdo com base na soma de ranks em relagdo a densidade estomatica (DE), area de se¢do transversal (ASTP), area de tecido
vascular (ATV), xilema (XIL), floema (FLO), area do cortex (AC), espessura total da folha (ETF), condutancia estomatica (gs), transpiragdo 60
dias (E1), fotossintese 90 dias (A2), transpiracao 90 dias (E2), altura (AL), didmetro (D), area foliar (AF), incremento de didmetro (ID), incremento
em altura (IAL), teor de nitrogénio (N), potéssio (K), magnésio (Mg), enxofre (S), cobre (Cu), zinco (Zn), boro (B) e manganés (Mn) de 12 clones
de eucalipto submetidos aos tratamentos utilizando 100 mL H>O (nimero antes da barra, na coluna Rank) e 300 mg L™! PEG (nimero depois da

barra, na coluna Rank) para simulacao do déficit hidrico.

Rank
Anatdmicas Fisiologicas Morfologicas Nutricionais
Ordem Clone DE AST ATV XIL FLO AC ETF |gs(l) EI A2 E2 AL D AF ID JAL| N K Mg S Cu Zi B Mn | Rank final
1 Suz 7-T 172 2/3 5/2  12/2 12/1 109 &/7 | 10/2 7/2 10/2 5/4 32 1/4 10/6 2/5 3/4 | 4/3 7/6 10/5 1/9 9/4 1/5 32 5/3 4,90
2 Suz 6-T 6/1 1/1 31 11 22 371 2/1 7/1 51 111 12/1 | 11/3 12/3 9/8 10/6 8/2 | 7/9 9/8 4/6 3/1 6/7 7/10 4/1 11/9 4,98
3 Suz 10-T | 4/5 11/9 12/3 3/10 8/5 2/7 1/4 | 11/3 1/3 5/9 1/6 |5/10 3/10 6/4 1/4 7/5 | 2/8 54 8/4 77 5/8 83 109 1/5 5,67
4 Suz 3-T 9/7 5/5 1/8 2/3 1/11 6/8 10/8 | 5/10 9/8 9/3 2/2 |4/6 7/6 5/9 4/12 6/10| 11/1 49 5/11 54 3/1 54 6/3 72 5,88
5 Suz 9-T 5/9 4/6 3/5 9/7 5/4 1/10 6/6 2/5 8/7 6/7 4/7 |12/9 9/8 8/11 6/1 10/3| 9/4 10/10 11/1 6/2 12/2 3/6 8/7  2/11 6,40
6 Suz 11-S | 7/3 8/4 9/6 7/5 6/9 512 4/9 6/8 6/5 3/5 17/9 9/5 117 7/7 3/3 119 10/7 17 3/3 12/11 1/9 6/12 2/5 9/6 6,44
7 Suz 5-S 2/8 10/11 47 411 3/7 4/5 3/11 | 477 3/6  2/11 3/10 |2/11 6/1 4/1 12/7 12/1}12/10 6/1 1/8 10/3 4/11 12/9 9/11  6/8 6,54
8 Suz 12-T | 11/4 12/7 11/4 11/4 9/6 8/12 7/5 9/4  10/4 8/6 6/3 |7/12 5/2 12/2 11/2 9/6 | 6/5 33 2/2 212 11/5 11/8 12/4 8/12 6,98
9 Suz 1-T 3/6 372 89 6/9 7/3 714 572 | 12/6 2/9 8/4 9/8 |10/8 10/9 3/5 9/10 4/12| 8/11 11/5 7/10 &/8 10/12 2/2 8/8 10/10 7,13
10 Suz2-T |10/12 6/10 7/12 10/8 4/12 9/11 12/3 | 1/12 11/12 4/10 8/11 /7 2711 1712 8/8 1/8 | 1/2 12/12 12/7 4/5 8/3 4/1 1/10  4/7 7,23
11 Suz 8-S 811 7/8 6/10 S5/6 10/8 11/3 9/10 | 3/9 4/11 1/8 10/5 | 84 85 2/3 5/9 5711|512 82 9/9 11/10 2/10 10/11 5/6 12/4 7,27
12 Suz 4-S 12/10 9/12 10/11 8/12 11/10 12/6 11/12 | &/11 12/10 12/12 1/12 | 6/1 4/12 11/10 7/11 2/7 | 3/6 2/11 6/12 9/6 7/6 9/7 11/12 3/1 8,67

T: tolerante ao déficit hidrico ¢ a seca de ponteiro; S: suscetivel ao déficit hidrico e a seca de ponteiros.
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Os clones foram classificados de acordo com a média geral dos ranks de todas as
caracteristicas avaliadas, sendo que as menores médias indicam que as caracteristicas
avaliadas foram mais eficientes e tiveram uma combinagdo favoravel a sele¢do da
caracteristica de resisténcia. Em contrapartida, os clones com as maiores médias das
caracteristicas avaliadas foram menos eficientes e obtiveram uma condigdo menos
favoravel para a tolerancia. As cinco primeiras posi¢des no rank foram ocupadas pelos
clones Suz 7, Suz 6, Suz 10, Suz 3 e Suz 9, todos tolerantes ao déficit hidrico e a seca de

ponteiros, de forma coerente com a classificagdo empirica com base em dados de campo.

5. DISCUSSAO

A obtencao de estimativas dos parametros genéticos ¢ de suma importancia para
os programas de melhoramento genético, pois possibilitam a tomada de decisdes e
escolha do método apropriado para a selecdo. Igualmente, a escolha de cada carater e o
peso a ele atribuido sdo informagdes fundamentais para a tomada de decisao nas etapas
inicias e avancadas de um programa de melhoramento, visto seu papel preditivo para o
direcionamento do processo seletivo de gendtipos mais promissores (BARBARO, 2006).

Dentre as estimativas de parametros genéticos, a herdabilidade e acuricia
permitiram a identificagdo de biomarcadores vidveis para a selecdo de genotipos
tolerantes a seca de ponteiros e ao déficit hidrico. Estes parametros sdo importantes
ferramentas uteis & conducdo de um programa de melhoramento, auxiliando na seleg¢ao
de gendtipos superiores (MORAES et al., 2014). Foram avaliadas 46 caracteristicas
anatomicas, fisioldgicas, morfologicas e nutricionais de plantas submetidas a estresse
hidrico.

A herdabilidade ¢ um dos mais importantes parametros genéticos, pois quantifica
a fragdo da variacdo fenotipica de natureza herdavel passivel de ser explorada na selecao
(MORAES et al., 2015). Portanto, ¢ fundamental o conhecimento de quanto a variagao
fenotipica ¢ atribuida a variagdo genotipica, e esta variacdo € quantificada pela
herdabilidade (FALCONER e MACKAY, 1996). A herdabilidade foi significativa nas 24
caracteristicas e com estimativas entre 0,10 a 0,58. Outro estimador utilizado foi a
acuracia, que ¢ uma medida da correlagdo entre a estimativa e o valor real do parametro,
cujos valores obtidos para as 24 varidveis variaram entre 70 a 94%, sendo consideradas
de alta magnitude, segundo classificacao de Resende (2002).

O estresse hidrico foi aplicado de forma efetiva, com base na redugao do potencial

osmotico das plantas sob estresse, em comparacdo ao tratamento controle. Contudo,
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considerar exclusivamente a redugao do potencial hidrico das plantas foi insuficiente para
discriminar o clone tolerante do suscetivel. Do total de caracteristicas avaliadas nas
plantas conduzidas sob déficit hidrico, 24 apresentaram herdabilidade significativa e
acuracia maior que 70%, contribuindo para a selecdo precoce de genotipos tolerantes. As
diferencas nas respostas dos genotipos em relagdo a aplicacao do déficit hidrico ressaltam
a plasticidade fenotipica e capacidade de adaptagao diferenciada destes a condigdo de
estresse. A significancia de diferentes grupos de varidveis anatdmicas, fisioldgicas,
morfoldgicas e nutricionais, evidencia que esta resposta ao estresse resulta em um ajuste
conjunto de fatores diversos, de modo a proporcionar a planta melhor adaptagdo a
condicao estressante.

Os parametros anatdmicos sao fundamentais para o entendimento dos
mecanismos de adaptacdes das plantas, visto que, sob condi¢des de estresse, a mudanga
em sua anatomia ¢ uma das formas de adaptacdo as novas condi¢des (TAIZ e ZEIGER,
2013). Para as varidveis anatdmicas, foram utilizadas amostras do peciolo e folhas dos 12
clones comerciais. De 11 caracteristicas avaliadas, 7 foram significativas considerando a
herdabilidade e acuracia, a citar: densidade estomatica; area de seccdo transversal do
peciolo; area de tecido vascular; xilema; floema; area do cortex; e area total da folha.
Todas as variaveis anatdmicas podem ser consideradas biomarcadores para selecio
precoce relacionada a seca de ponteiros e ao déficit hidrico em eucalipto.

As caracteristicas anatdmicas do peciolo tém potencial para expressar a adaptagao
das plantas ao déficit hidrico e consistem em biomarcadores importantes para a selecao
de gendtipos mais tolerantes ao estresse (DAYER et al., 2017). Do peciolo, as varidveis
area de secc¢ao transversal, area de tecido vascular, xilema, floema ¢ area do cortex foram
significativas pois apresentaram acuracia de alta magnitude e teve um aumento das areas
dessas varidveis para os clones tolerantes conduzidos sob estresse hidrico, implicando em
bons biomarcadores.

A variavel area de seccdo transversal do peciolo apresentou herdabilidade
moderada e alta acuracia. Plantas sob algum tipo de estresse, tendem a inibir a expansao
das células do cortex, parénquima, periciclo e cdmbio, causando redugdo do nimero de
células em todos os tecidos. Laajimi et al. (2011) relataram que o nivel de estresse hidrico
afetou de forma diferenciada os tecidos no peciolo, com uma redugdo de 11,4% do
parénquima esponjoso e de 14,4 a 30,5% do esclerénquima, xilema e cAmbio com 0 e

50% de irrigagdo, respectivamente.
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A variavel area do cortex apresentou herdabilidade moderada e acurécia de 87%,
sendo evidente uma reducao da regido do cortex nos clones tolerantes conduzidos sob
condicao de estresse. A diminuicdo da espessura do cortex em plantas submetidas a
deficiéncia hidrica, pode favorecer menor perda de 4gua, de modo similar ao que ocorre
nas raizes conduzidas sob déficit hidrico, onde também se observou redu¢do da regido
cortical (HUCK et al., 1970).

O desenvolvimento dos tecidos vasculares tem potencial contribui¢do para a
caracteristica de resisténcia ao déficit hidrico, com o transporte de dgua e nutrientes pelo
xilema e de transporte de fotoassimilados e redistribuicdo de nutrientes e agua pelo
floema. A érea do xilema foi outra varidvel que apresentou herdabilidade de 0,28 e 87%
de acuracia. Ele constitui a parte mais longa da rota do transporte de 4gua da raiz até as
partes aéreas. De acordo com Figueiredo et al. (2013), a limitagdo de 4gua pode favorecer
a reducdo da drea do xilema, que pode afetar de forma direta e significativa a fotossintese
e, consequentemente, o crescimento e desenvolvimento dos 6rgdos vegetais, atribuido a
redu¢do da condutividade hidraulica e consequente cavitagdo nos vasos condutores
(OTIENO et al., 2005).

Dayer et al. (2017) observaram em seus trabalhos com peciolos de folhas de
videiras, sob condi¢oes de déficit hidrico, desenvolvimento da area de xilema menor,
quando comparado as videiras sem restri¢des hidricas. Estes resultados sugerem que a
reducdo na condutividade hidraulica pode ser causada pela cavitagdo do xilema, mas
também pela reducdo no tamanho da éarea de xilema (SPERRY, 2000).

A variavel area de floema no peciolo apresentou herdabilidade moderada e alta
acuracia. Em condigdes de déficit hidrico, a condugao de seiva pelo floema ¢ afetada, de
modo que alguns tecidos vegetais apresentam reducao de reservas de carbono, podendo,
em condic¢des extremas, inclusive, levar a planta a morte (MCDOWELL e SEVANTO,
2010; SALA et al., 2010). Apesar da menor variabilidade de caracteristicas do peciolo
em relacdo ao limbo foliar, Lukovic et al (2009) destacaram que estas caracteristicas t€ém
papel importante no manejo de agua sob diferentes condi¢gdes de disponibilidade de 4gua.

Apesar da diversidade de fatores relacionados ao transporte no xilema e floema, a
propor¢do de tecidos vasculares total no peciolo foi significativa apresentando
herdabilidade e acuracia de 0,36 e 91%, respectivamente. Alves e Angyalossy-Alfonso
(2000) concluiram que os fatores ambientais alteram as dimensdes € o arranjo dos
elementos vasculares de forma positiva, na tentativa de garantir aumento na seguranca do

transporte, quando a planta estd sujeita a algum tipo de estresse. Aparentemente,
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considerando a redugdo na area ocupada pelos tecidos vasculares, as plantas devem
apresentar alguma alteracdo em nivel de diferenciacdo celular que resulte em maior
seguranga na conducao.

Kulkarni e Deshpande (2006) observaram que caracteristicas do peciolo como
espessura total, comprimento dos elementos do xilema e do floema sdo caracteristicas
importantes para os genotipos de tomate tolerantes ao déficit hidrico. O investimento em
caracteristicas menos favoraveis a cavitagao do xilema nos peciolos foi um fator relevante
para discriminar genétipos de Hevea, mais e menos tolerantes ao déficit hidrico
(JINAGOOQOL et al., 2015). A habilidade de adaptagdo ao estresse hidrico também foi
destacada por Laajimi et al.

(2011) que observaram a variacao da espessura dos tecidos de peciolo de Prunus
em resposta a moderado e severo estresse hidrico. De modo geral, se observa que os
gendtipos tolerantes ao déficit hidrico apresentam maiores camadas de colénquima,
comprimento do floema, se¢do do xilema e arranjo mais compacto do parénquima
(KULKARNTI et al., 2008).

Para alguns autores, em condi¢des ambientais adversas, como o estresse hidrico,
a densidade e tamanho dos estomatos sdo reduzidos e considerados uma estratégia de
regulacdo a perda de dgua durante a deficiéncia hidrica, por reduzir a condutincia
estomdtica e a transpiragdo (SILVA et al., 2009; DOHENY-ADAMS et al., 2012;
HAMANISHI et al., 2012). A densidade estomatica apresentou herdabilidade de média
magnitude e acurdcia de 80%. Espécies adaptadas as condi¢des de restricao hidrica
possuem adaptagdes na estrutura foliar como baixa densidade estomatica e reducdo dos
espacos intercelulares (GOMES, 2013). As estratégias relatadas por esses pesquisadores
foram encontradas nos clones tolerantes de eucalipto, visto que a densidade estomatica
foi relativamente menor quando comparada aos clones suscetiveis as condigdes de
restricdo hidrica no presente trabalho (Figura 2).

Do limbo foliar, apenas a varidvel espessura total da folha apresentou
herdabilidade significativa e acurdcia de 77%, reduzindo sua é&rea para os clones
tolerantes em conducao de déficit hidrico. Geralmente, em funcao da deficiéncia hidrica
ocorre uma redugdo na espessura do mesoéfilo e da lamina foliar, que pode ser decorrente
de reducdo no numero de estratos celulares ou de reducdo dos espagos intercelulares
(CHARTZOULAKIS et al., 2002). A organizacao dos tecidos no mesofilo pode
contribuir para a tolerancia ao déficit hidrico, pois, com a redug¢do dos espagos

intercelulares ocorre maior compactacao do mesoéfilo e aumento da resisténcia interna ao
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movimento de vapor d'agua, reduzindo assim, a evapotranspiragdo (CHARTZOULAKIS
etal., 2002; BURNETT et al., 2005; KUTLU et al., 2009). O estresse hidrico foi também
reportado como promotor da alteragdo da espessura dos tecidos do limbo foliar de Prunus
(LAAJIMI et al., 2011).

A avaliagdo conjunta de caracteristicas anatomicas e fisioldgicas ¢ uma
abordagem necessaria nos estudos relacionados as respostas e estratégias, contribuindo
para a tolerancia ao déficit hidrico. Alteragdes significativas em processos fisioldgicos
sdo esperados concomitantemente a alteragdes estruturais, haja visto que a variagdo na
estrutura foliar pode influenciar de forma significativa a condutancia de CO; em cada
etapa de sua difusao (FLEXAS et al., 2006; TERASHIMA et al., 2005).

Os parametros fisioldgicos condutancia estomatica (gs), transpiragdo foliar 1 e 2
(E1 e E2) e fotossintese (A2) apresentaram boa herdabilidade e alta acuracia. O déficit
hidrico diminuiu a condutancia estomdtica das plantas (OTIENO et al., 2005; CHEN et
al., 2010). Considerando a diminui¢do da condutancia estomatica nos clones tolerantes,
esta caracteristica tem potencial contribuigdo para a tolerancia ao déficit hidrico e a seca
de ponteiros. Fatores abiodticos, como luz e temperatura, podem influenciar a condutancia
estomatica indiretamente, evidenciando a importancia desta varidvel como indicador da
resisténcia ao déficit hidrico (OLIVEIRA et al., 2005).

O déficit hidrico tende a reduzir linearmente a condutincia estomatica de
diferentes espécies de eucalipto. Entretanto, hd interagdo entre espécies € o estresse
hidrico (WHITE et al., 1999; LIMA et al., 2003). De acordo com Costa et al. (2007), em
condigdes de restri¢ao hidrica no solo as plantas reduzem a perda de agua ao diminuir a
condutancia estomatica. Essa redu¢ao leva a um menor influxo de CO> para o interior dos
cloroplastos, reduzindo a taxa fotossintética. Estes resultados reforcam a ideia de que a
condutancia estomatica e fotossintese sdo biomarcadores viaveis para a avaliagao do nivel
de tolerancia ao déficit hidrico nas plantas, pois podem mensurar diferentes respostas que
dao suporte a maior tolerancia de alguns clones ao estresse.

Relacionada a condutancia estomatica, a transpiracdo, avaliada aos dias 60 e 90
de execugao do experimento, apresentou herdabilidade baixa, porém, alta acuracia. Estas
variaveis, por outro lado, estdo sujeitas a influéncia de fatores abioticos, que alteram o
gradiente de vapor d’agua entre a superficie da folha e o ar que a envolve, a umidade e
temperatura do ar, o vento e a disponibilidade hidrica do solo (ANGELOCCI, 2002).

Chaves et al. (2004), avaliando cinco clones de eucalipto, em cinco ciclos

sucessivos de seca constataram que, no primeiro ciclo de seca avaliado, as plantas
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plenamente irrigadas apresentaram maior transpiracdo, em comparagao com aquelas sob
deficiéncia hidrica. A reducdo da transpiragdo ¢ um mecanismo de manutencao do
“status” hidrico da planta, e suas modificagdes na planta inclui: estomatos menores € mais
densamente distribuidos, cAmara subestomatica protegida por pélos e/ou espessa camada
de cuticula (KOZLOWSKI e PALLARDY, 1996). A transpiragdo estad diretamente
relacionada a densidade estomadtica, e ambas consideradas biomarcadores para a
tolerancia ao déficit hidrico e seca de ponteiros, contribuindo para a reducao da
transpiragdo ¢ do numero de estomatos dentre os clones tolerantes, e apresentando
acuracia e herdabilidade significativos no presente trabalho.

A fotossintese apresentou variagao significativa apenas aos 90 dias de conducgao
do experimento. A reducdo da taxa fotossintética ¢ associada ao fechamento dos
estomatos e, portanto, redugdo do CO; disponivel para fotossintese no interior da folha
(LARCHER, 2006). De modo geral, o déficit hidrico resulta em diminui¢do da
fotossintese, o que provavelmente se deve ao fechamento parcial dos estomatos
(TATAGIBA et al., 2009; OTTO et al., 2013). Em condig¢des intensas de déficit hidrico,
as taxas fotossintéticas reduzem devido a inibicao de processos metabdlicos especificos
como, por exemplo, reducdo da fotofosforilagdo da atividade da Rubisco e outras enzimas
envolvidas no ciclo de Calvin e da capacidade de regenera¢do da RuBP (TAIZ e ZEIGER,
2013).

Os parametros morfoldgicos sdo atributos determinados por medi¢des de facil
mensuragdo, ¢ a avaliacdo dessas caracteristicas ¢ importante para o melhor desempenho
de genotipos de eucalipto apds o plantio no campo (FONSECA, 2000). Dentre os
parametros morfologicos avaliados nesse trabalho, a altura, diametro, area foliar,
incremento em diametro e incremento em altura apresentaram herdabilidade significativa
e acuracia maior que 70%.

A altura ¢ um dos parametros de mais facil mensuragao e utilizada na classificagao
e selecdo de gendtipos de eucaliptos. A diminuicdo do turgor em condigdes de déficit
hidrico compromete o crescimento da planta (LARCHER, 2004; TAIZ e ZEIGER, 2013),
justificando a sua relagdo com a resposta das plantas sob estresse. De modo similar, o
incremento de altura, que consistiu na variagao de crescimento das mudas no inicio e final
do experimento, ¢ um biomarcador ja em uso para fins de inventario e util para a sele¢ao
de genotipos tolerantes ao déficit hidrico. Corréa et al. (2017) relataram que, tanto a altura

quanto o incremento em altura, apresentaram herdabilidade e acuricia significativas,
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relacionando-as a resisténcia ao déficit hidrico e a seca de ponteiros em clones tolerantes
de eucaliptos.

As variaveis didmetro do caule e incremento em didmetro se destacam como
biomarcadores morfologicos para tolerdncia ao déficit hidrico e a seca de ponteiros,
apresentando moderada herdabilidade e alta acuricia. A restri¢do hidrica afeta o
crescimento e incremento em didmetro, reduzindo a expansdo celular. Tatagiba et al.
(2009) e Corréa et al. (2017) verificaram que a menor disponibilidade de dgua restringiu
o crescimento em altura e didmetro de clones de eucalipto. Adicionalmente, Corréa et al.
(2017) relataram alta herdabilidade e acuracia destas variaveis para clones comerciais de
eucalipto conduzidos sob déficit hidrico.

A area foliar, considerada a primeira modificacdo das plantas no intuito de
minimizar os efeitos da restricdo hidrica (TAIZ e ZEIGER, 2013), apresentou maior
herdabilidade e acuracia de todas as varidveis neste trabalho. Acrescido a facilidade de
avaliacdo, a area foliar ¢ um dos pardmetros morfoldgicos de maior magnitude na
avaliacdo do crescimento vegetal e sua expansao esta relacionada com a interpretacao da
radiagao solar, fotossintese e acumulo de biomassa (STRECK, 2004).

A redugdo na area foliar foi verificada em trabalhos com mudas de espécies de
Eucalyptus submetidas ao déficit hidrico (LI et al., 2000; CHAVES, 2001; SILVA et al.,
2014). A diminuicao em area foliar de plantas mantidas sob estresse hidrico ¢ uma
resposta precoce adaptativa ao déficit hidrico (TARDIEU et al., 2011), e ocorre em
virtude da diminui¢do do turgor e do contetido de 4gua nas células, e, consequentemente,
reducdo na expansdo celular. A variavel area foliar esta diretamente relacionada com as
variaveis anatomicas e fisiologicas avaliadas como biomarcadores para a tolerancia a seca
de ponteiros relacionada ao déficit hidrico.

Os niveis dos nutrientes essenciais podem variar entre espécies (BUNDCHEN et
al., 2013), dentro de uma mesma espécie, de acordo com a idade (LEITE et al., 2011), em
resposta a interagdo do genotipo com o ambiente (WOOD et al., 2011), de acordo com a
densidade de plantio ou niveis dos nutrientes no solo (SHUJAUDDIN e KUMAR, 2003).
Sob condig¢des de déficit hidrico, a capacidade de assimilagdao de nutrientes da planta fica
comprometida. Verifica-se que, nestas condigdes de menor disponibilidade de 4gua, a
deficiéncia nutricional do eucalipto se acentua (TEIXEIRA et al., 2015; RAMOS et al.,
2009).

Trabalhos com plantas de eucaliptos t€ém constatado diferengas na assimilagdo de

nutrientes em plantas conduzidas sob estresse hidrico (SANTANA et al., 2002; PINTO
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et al., 2011). Essas diferencas podem representar fator importante para selecdo de
genotipos mais tolerantes as diversas condicdes de estresses ambientais (LIMA et al.,
2005). Dessa forma, o entendimento da demanda nutricional, da eficiéncia de absor¢ao
de nutrientes pelas plantas se apresenta como potencial biomarcador para sele¢do de
gendtipos mais resistentes ao estresse hidrico (PINTO et al., 2011). Dentre todos os
nutrientes avaliados, os macronutrientes N, K, Mg e S e os micronutrientes Cu, Zi, B e
Mn se destacaram como biomarcadores para tolerdncia ao déficit hidrico e a seca de
ponteiros.

O nitrogénio ¢ o macronutriente que as plantas requerem em maiores quantidades
e ¢ essencial para o seu crescimento e desenvolvimento. Além disso, ¢ também um dos
principais componentes estruturais e fotossintéticos, como a molécula de clorofila, do
ATP, acidos nucleicos e aminoacidos (TAIZ e ZEIGER, 2013). Em fun¢do disso, a
deficiéncia de N tem grande influéncia na taxa fotossintética, resultando em mais uma
forma de autorregulacdo do metabolismo vegetal em elevadas concentragdes de CO> na
atmosfera.

Em eucaliptos, o N exerce grande influéncia na capacidade fotossintética, estando
relacionado com a reducdo da Rubisco e taxa de assimilagdo de CO: e transpiragao
(NGUYEN et al.,, 2003). Segundo estes autores, a deficiéncia de N pode inibir
rapidamente o crescimento de diversas espécies de eucalipto, como E. camaldulensis.
Adicionalmente, Corréa et al. (2017) evidenciam a importancia do N para fotossintese e
sua relagdo com a area foliar, varidveis que foram utilizadas com sucesso para a
discriminacdo de materiais tolerantes ao déficit hidrico e seca de ponteiros em eucalipto.

A importancia do K tem sido igualmente evidenciada nos trabalhos relacionados
a tolerancia ao déficit hidrico. Sua relevincia ¢ atribuida a sua demanda em maiores
quantidades pelas plantas para fungdes metabolicas e de crescimento (HSIAO e
LAUCHLI, 1986). A deficiéncia de potassio causa danos diretos, devido sua fun¢do na
ativagdo enzimatica e regulacdo estomatica. O K quando em maiores concentragdes nas
células-guarda eleva o potencial osmotico delas e resulta numa absor¢do de adgua das
células adjacentes, com consequente aumento no turgor, abrindo dessa forma os
estdmatos (MARSCHNER, 1995).

Varios genotipos de Eucalyptus tém apresentado respostas positivas a aplica¢ao
de K (TEIXEIRA et al., 2015), em decorréncia do déficit hidrico no solo. Ainda segundo
Teixeira et al. (2015), a adicdo de potassio no solo com ou sem estresse hidrico, afetou o

crescimento em altura. Isto, refor¢a a importancia deste biomarcador para selecdo de
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genoétipos para tolerancia ao déficit hidrico, como evidenciado no presente trabalho. Silva
et al. (2004) relataram o efeito benéfico do potassio em plantas jovens de E. grandis sob
estresse hidrico, e sua aplicagdo foi importante para a reducdo da perda de agua. Vale
ressaltar que Corréa et al. (2017) também destacaram o K como biomarcador nutricional
relacionado a tolerancia a seca de ponteiros em eucaliptos.

O magnésio foi outro macronutriente que apresentou valores significativos para
herdabilidade e acurécia e indicado como biomarcador para a tolerancia ao déficit hidrico
e seca de ponteiros em eucalipto. Este nutriente tem reconhecida importancia como parte
integral da molécula de clorofila, participando assim de varios processos, como
fotossintese, respiracdo, sintese de carboidratos e proteinas, que requerem e fornecem
energia que sao fundamentais para as plantas (FAQUIN, 2005).

O enxofre também foi considerado um biomarcador para tolerdncia ao déficit
hidrico e a seca de ponteiros em eucalipto. Nos clones suscetiveis e em condi¢des de
estresse hidrico, sua concentragao foi menor. Este resultado estd de acordo com sua
importancia como parte integral dos aminoacidos cisteina e metionina, sintese de clorofila
e formagao de ferrodoxina (ALVAREZ et al., 2007).

Apesar da demanda quantitativamente menor, os micronutrientes também
contribuiram de forma significativa para a discriminagdo dos genotipos de eucalipto
tolerantes ao déficit hidrico e a seca de ponteiros. O Cu se destacou com herdabilidade
moderada e alta acuracia. Sua importancia metabolica estd relacionada a formagao de
quelatos estaveis e envolvimento nos processos de transferéncia de elétrons (KIRKBY et
al., 2007). Segundo os mesmos autores, dentre os processos fisioldgicos redox em que
estd envolvido, o Cu reage com oxigénio molecular e catalisa processos de oxidacao
terminais. Além disto, proteinas que contem Cu atuam na fotossintese, respiracao,
desintoxicacdo de radicais superoxido e lignificagdo. A deficiéncia de cobre pode
ocasionar ma formagdes em folhas jovens, necrose do meristema apical e murchamento
foliar (MARSCHINER, 1995), sendo esses sintomas relacionados aos sintomas da seca
de ponteiros.

O zinco apresentou herdabilidade média e acuracia de alta magnitude. Sua funcdo
fisioldgica envolve o papel catalitico ou estrutural em diversas enzimas, no metabolismo
do DNA, sintese proteica e ¢ necessario para manter a integridade das biomembranas
(HANSCH e MENDEL, 2009). Segundo esses autores, as enzimas que contém zinco em
sua composicao estao, em sua maioria, envolvidas na regulacao e na transcri¢ao do DNA,

bem como na sintese e no transporte de RNA.
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A absorc¢ao, o transporte e o uso de nutrientes pelas plantas pode ser influenciado
pelo Zn. Em mudas de cafeeiro, o micronutriente aumentou sua eficiéncia de absorcao e
reduziu as eficiéncias de translocacdo e utilizacdo pelas plantas (DOS ANJOS e
MARTINEZ, 2002). Devido a esses fatores, o uso de Zn como biomarcador pode ser
eficiente, visto que ele influencia a concentragao de outros nutrientes na planta.

O Boro também apresentou herdabilidade significativa a alta acuracia. Ele ¢
responsavel pelo desenvolvimento de raizes, metabolismo de carboidratos, sintese de
acidos nucleicos e fito-hormoénios e formar paredes e divisdo celular (MARSCHNER,
1995). Vérios trabalhos vém relatando o B como possivel causador e/ou intensificador da
seca de ponteiros em eucalipto (SGARBI e SILVEIRA, 1999; MATTIELLO et al., 2009).
A deficiéncia de B reduz a permeabilidade da membrana plasmatica e o fluxo de agua,
afetando a absor¢ao dos nutrientes (MATTIELLO et al., 2009). O papel estrutural do B e
aqueles associados as funcdes de divisdo, diferenciagdo, redu¢do da condutancia
hidraulica do xilema, e alongamento celular devem estar associados com a alteragcdo do
potencial hidraulico da planta. Corréa et al. (2017) classificaram o B como biomarcador
para selecdo precoce de eucalipto tolerantes a seca de ponteiros e ao déficit hidrico. Os
presentes resultados validam e reforcam os resultados destes trabalhos anteriores e a
importancia do B como biomarcador para selecao para tolerancia a seca de ponteiros e ao
déficit hidrico.

O manganés (Mn) apresentou herdabilidade moderada e acuricia de alta
magnitude. O Mn est4 presente nas plantas principalmente na forma Mn ™", e ¢ componente
integrante e ativador de enzimas, atuando no metabolismo do N, fito-hormonios, fendis e
ligninas (MELARATO et al., 2002). Varios sintomas normalmente associados a toxidez
por Mn sdo, na verdade, deficiéncias de outros nutrientes induzidas pelo excesso de Mn
(MARSCHNER, 2011).

Existem estudos que correlacionam a seca de ponteiros do Vale do Rio Doce
(SPEVRD) e a toxidez causada por Mn. Alguns sintomas da toxidez por Mn sdo o
encarquilhamento de folhas jovens e manchas necrdticas marrons que se iniciam nas
folhas velhas e progridem para as mais novas, podendo levar até a desfolha completa e
morte do 4pice da planta (FERREIRA, 1989). Os teores de Mn em clones sensiveis
chegam a ser cinco vezes mais do que em clones tolerantes a SPEVRD (LEITE et al.,
2014).

A seca de ponteiros e a deficiéncia hidrica provoca redugdo no crescimento cuja

irreversibilidade vai depender do gendtipo, da duracdo, da severidade e do estadio de
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desenvolvimento da planta. A tolerancia a seca ¢ uma resultante de varias caracteristicas
da planta que se expressam diferente e concomitantemente, dependendo da severidade e
da taxa de imposi¢ao do déficit hidrico. Portanto, a ado¢do de uma tnica estratégia de
adaptagdo a seca €, certamente, inadequada para qualquer tipo de ambiente (SAMBATT
e CAYLOR 2007). Efetivamente, tanto macronutrientes quanto micronutrientes
apresentam uma série de fungdes essenciais na planta. A condutancia hidraulica da folha
impacta as taxas relativas de fluxo em diferentes compartimentos dentro da folha,
podendo ainda determinar os sitios de acimulo de nutrientes transportados via xilema
como o calcio (GILLIHAM et al., 2011). Esta relagdo pode ser esperada para outros
nutrientes, em particular sob condigdes de déficit hidrico. A constatacdo de que existe
variacao significativa, com alta acuracia e herdabilidade, entre os materiais tolerantes ao
déficit hidrico ¢ indicativo de que estes materiais mais tolerantes sdo, de alguma forma,
mais eficientes na absor¢ao ou ciclagem destes nutrientes.

Uma série de trabalhos conduzem a conclusdo semelhante extrapolada as
caracteristicas anatomicas e status fisioldgico, onde as repostas ao déficit hidrico
evidenciam o ajuste coordenado, conjunto e significativo de variagdes da estrutura foliar
(SCHULTZ ¢ MATTHEWS, 1993; CHARTZOULAKIS et al., 2002; KULKARNI e
DESHPANDE, 2006; KULKARNI et al., 2007, LAAJIMI et al., 2011; GOMES, 2013;
FIGUEIREDO et al., 2013; DAYER et al., 2017) e de processos fisiologicos (OTIENO
et al., 2005; FLEXAS et al., 2006; TERASHIMA et al., 2005; SILVA et al., 2009;
TATAGIBA et al.,, 2009; CHEN et al.,, 2010; DOHENY-ADAMS et al., 2012;
HAMANISHI et al., 2012; OTTO et al., 2013).

Desta forma e com base nestes parametros, a quantidade de nutrientes,
caracteristicas estruturais e fisiologicas das plantas conduzidas sob condi¢des de estresse
hidrico podem contribuir de forma eficiente para identificar os genétipos mais tolerantes
a condigdo de estresse hidrico.

As técnicas de selecdo desempenham papel fundamental no melhoramento de
plantas perenes, na busca de genotipos superiores nas caracteristicas desejaveis. Devido
a isso, a utilizacdo do indice de sele¢dao pode ser alternativa eficaz, permitindo avaliar e
ordenar os candidatos a selecdo quanto ao carater de objetivo no melhoramento
(RESENDE e BARBOSA, 2005). A metodologia de sele¢do utilizada no presente
trabalho foi a de indice de selecao de Mulamba e Mock. Essa ferramenta ¢ utilizada para
o indice de selecao de multiplos caracteres, possibilitando a obtencdo de genotipos

superiores a seca de ponteiros e ao déficit hidrico em eucalipto. Contudo, o indice de
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selecdo deve permitir discriminar corretamente os gendtipos e considerar diversos
caracteres simultaneos (CRUZ et al., 2004). Doze clones foram ordenados por meio da
avaliacdo de 24 caracteristicas e ranking dos genotipos. A classificagdo dos clones
tolerantes a seca de ponteiro e ao déficit hidrico foi coerente com a expectativa e
informagdes de campo.

O presente trabalho reforca a importancia e validade dos biomarcadores
selecionados anteriormente (CORREA et al., 2017) para a identificagio de gendtipos
mais tolerantes a seca de ponteiros e ao déficit hidrico em eucaliptos. A viabilidade da
selecdo precoce aplicada ao melhoramento de eucaliptos, o que pode contribuir para a
redu¢ao do tempo de selecdo e avaliacdo das progénies, também ¢ evidenciada.
Adicionalmente, novos biomarcadores anatomicos e fisioldgicos auxiliaram na
discriminagcdo dos genotipos mais tolerantes, como indicam outras estratégias de
tolerancia e melhor compreensao da cinética do disturbio fisioldgico seca de ponteiros e

os efeitos do déficit hidrico em eucalipto.

6. CONCLUSOES

Varidveis anatomicas (densidade estomatica; area de sec¢do transversal do
peciolo; drea de tecido vascular; xilema; floema; drea do cortex e espessura total da folha);
fisioldgicas (condutancia estomatica, transpiragdo foliar 60 e 90 dias e fotossintese 90
dias); morfologicas (altura, didmetro, area foliar, incremento em didmetro e incremento
em altura); e teor dos macronutrientes N, K, Mg e S e dos micronutrientes Cu, Zi, B e Mn
apresentaram niveis de herdabilidade e alta acuracia significativos, e identificadas como
biomarcadores fenotipicos para a seca de ponteiro e ao déficit hidrico em eucalipto.

O indice de selecao de Mulamba e Mock possibilitou a selecdo dos clones
tolerantes: Suz 7, Suz 6, Suz 10, Suz 3, e Suz 9, a partir dos 24 biomarcadores, 0s quais
podem ser utilizados para selecao precoce de clones de eucalipto tolerantes em condi¢des
de estresse hidrico. O sucesso na discriminagao dos clones tolerantes, e a facilidade e
praticidade dos biomarcadores, abre a perspectiva de utilizacdo destas mesmas
caracteristicas na avaliacdo de plantas adultas em etapas avangadas do programa de
melhoramento, visando a selecdo de genotipos mais tolerantes ao déficit hidrico e a seca

de ponteiros.
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