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RESUMO

BARROS, Patricia Ramalho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2018.
Respostas morfofisiolégicas inicias de clones de eucalipto ao estresse osmotico em
sistema hidroponico. Orientador: Nairam Félix de Barros. Coorientadores: Alice Pita
Barbosa e Juilio César Lima Neves.

O cultivo de eucalipto € uma atividade de grande importancia econdmica no Brasil.
Devido a grande demanda da inddstria florestal, esses cultivos tem sido realizados de
modo crescente em regides onde as restricdes hidricas s@o bastante acentuadas, tendo
como resultado plantas menos produtivas e maiores taxas de mortalidade das arvores.
Uma solugdo deste problema € a utilizacdo de clones mais tolerantes a seca. Apesar de
J4 se terem identificados clones bastante tolerantes, as caracteristicas da planta que
conferem tal tolerancia ainda ndo foram bem elucidadas. Além disso, muitos clones
tolerantes sao pouco produtivos, o que inviabiliza o seu uso. Portanto, a identificacdo de
caracteristicas anatdomicas, fisioldgicas e moleculares que conferem maior tolerancia a
seca é de suma importancia para a selecdo de clones tolerantes e produtivos. O objetivo
deste trabalho foi identificar caracteres morfofisioldgicos potencialmente associados a
maior tolerancia de clones de Eucalyptus spp. ao déficit hidrico. Foram utilizadas
mudas dos clones 1-144 ¢ GG100, de maior e menor tolerdncia ao déficit hidrico,
respectivamente. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em sistema de
cultivo hidropdnico, utilizando-se solug@o nutritiva de Clark com potencial osmotico
(¥Ys) em torno de -0.05 MPa (controle), por 30 dias, para aclimatacdo. Apds esse
periodo, as plantas foram separadas em dois grupos: metade permaneceu sob condicdo
controle e a outra metade foi submetida a restricao hidrica, induzida pela reducdo do
potencial osmético do meio externo para -0,65 MPa, utilizando-se polietileno glicol
6000. As avaliacdes foram realizadas apds seis dias, e incluiram a determinacdo de
varidveis associadas a fotossintese, nutricdo, crescimento e estresse oxidativo. As
plantas de ambos os clones, sob restricdo hidrica, apresentaram sintomas de estresse
hidrico: folhas de coloracao mais escurecida, com aspecto murcho € margens e dpices
necrdticos; raizes de coloracdo marrom escuro, oriunda da ocorréncia de estresse
oxidativo e de prejuizos a fotossintese. O clone I-144 apresentou maior produgdo de
biomassa radicular em detrimento da parte aérea, bem como maiores conteudos de B e
Ca na raiz. Os teores de aldeido maldnico, indicador de estresse oxidativo, aumentaram

nas folhas e raizes de ambos os clones apds o tratamento, sendo este aumento mais
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expressivo no clone GG100. O clone I-144 se mostrou mais tolerante a seca em relacao

ao clone GG100.
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ABSTRACT

BARROS, Patricia Ramalho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2018.
Initial morphophysiological responses of eucalyptus clones to osmotic stress in a
hydroponic system. Adviser: Nairam Félix de Barros. Co-advisers: Alice Pita Barbosa
and Jualio César Lima Neves.

Eucalyptus cultivation plays an important economic role in Brazil. Because of the great
demand by the forest industry, this crop has been increasingly planted in regions where
water restrictions are very high, leading to low productivity and high tree mortality
rates. A solution to this problem is the use of drought-tolerant genotypes. Although
fairly tolerant clones have already been identified, the characteristics that provide this
tolerance have not yet been well elucidated. In addition, many tolerant clones are not
very productive, which makes their use unfeasible. Therefore, the identification of the
anatomical, physiological and molecular characteristics responsible for higher tolerance
to drought is very important to assist the selection of drought-tolerant and productive
clones. The aim of this work was to identify morphophysiological characters potentially
associated with greater tolerance to drought in Eucalyptus clones. Seedlings of the
clones I-144 and GG100 were used, bearing higher and lower drought tolerance,
respectively. The experiment was carried out under greenhouse conditions using Clark’s
nutrient solution with osmotic potential (‘'s) set around -0.05 MPa (control) for 30 days,
for acclimatization. Subsequently, the seedlings were separated into two groups: half of
the seedlings remained under the control condition and the other half was submitted to
water restriction induced by reducing the osmotic potential to -0.65 MPa by the use of
polyethylene glycol 6000. At the seventh day, the seedlings were evaluated to determine
the variables associated with photosynthesis, nutrition, growth and oxidative stress. The
results showed that seedlings of both clones under water restriction presented symptoms
of water stress: darker leaves, wilting and necrotic leaf borders and tip; dark-brown
roots, associated with the occurrence of oxidative stress, as well as losses in
photosynthesis. The clone I-144 showed higher root biomass production in detriment of
aerial part, as well as higher B and Ca contents in the roots. The levels of
malondialdehyde, an indicator of oxidative stress, increased in the leaves and roots of
both clones after the treatment, being more expressive in clone GG100. The clone I-144

showed to be more drought tolerant than clone GG100.



1. INTRODUCAO

A crescente demanda por produtos florestais, tais como carvao e celulose, tanto
no Brasil como no exterior, tem levado a expansao das areas com florestas plantadas.
No ano de 2016 a drea total de arvores plantadas no Brasil totalizou 7,8 milhdes de
hectares, sendo 5,7 milhdes somente de plantios de eucalipto (Ib4, 2017). Devido ao seu
rapido crescimento e alta produtividade, o eucalipto tem sido plantado em escala cada
vez maior para atender a demanda por produtos florestais na maioria dos estados
brasileiros (Rezende et al., 2013).

Nos dltimos cinco anos, o crescimento da drea cultivada com eucalipto foi de
2.4% ao ano, sendo Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul os estados com a
maior drea plantada. O estado de Minas Gerais é responsavel por 24% dos plantios,
sendo que grande parte da drea plantada esta localizada em regides onde as limitagdes
hidricas sdo intensas (Ibd, 2017). Dentre os diversos agentes promotores de estresses
ambientais, a deficiéncia hidrica € considerada a mais limitante a produtividade do
eucalipto nas regides tropicais (Ryan et al., 2010), superando as defici€ncias
nutricionais (Stape et al., 2010).

No Brasil, o eucalipto tem sido cultivado em solos de baixa fertilidade natural
(Barros et al., 1981), ocasionando deficiéncias nutricionais nas plantas, que se acentuam
em situacOes de restricdo hidrica (Sakya et al., 2002; Ramos et al., 2009). A seca
prejudica a absorcdo de vdrios nutrientes, principalmente aqueles cujo movimento no
solo se da por fluxo de massa, sendo o desbalango nutricional um efeito aditivo a seca
em plantas (Silva, 2017). Estudos demonstram a importancia de determinados nutrientes
na mitigacdo dos efeitos causados pela seca (Nunes, 2010; Reis, 2011; Barros Filho,
2014; Hodecker et al., 2014; Hodecker, 2015). Nutrientes como o boro (B), cédlcio (Ca)
e potdssio (K) tem se mostrado importantes na atenuagdo dos danos causados pela seca;
por isso, uma boa nutricdo mineral € frequentemente relatada como essencial para a
expressao da tolerancia a seca (Battie-Laclau et al., 2014; Corréa et al., 2017; Miiller et
al., 2017; Naeem et al., 2018).

De forma geral, a baixa disponibilidade de dgua no solo impde estresse a planta,
promovendo alteragdes moleculares, fisiol6gicas, anatdmicas e morfologicas. Uma das
primeiras respostas fisioldgicas a restri¢do hidrica é o fechamento estomatico, como
forma de evitar perdas excessivas de dgua via transpiracdo. A reducdo da abertura

estomadtica favorece a manutencao da hidratacdo dos tecidos, por reduzir a transpiragao,



mas isso acarreta perdas da produtividade, devido a diminuicdo das taxas fotossintéticas
(Anjum et al., 2011).

Sob condi¢des de déficit hidrico moderado, a resposta estomadtica representa a
principal causa da redugdo da fotossintese, em razao da diminui¢ao da difusao do CO,
para os sitios de carboxilacdo da enzima ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase-oxigenase
(RuBisCO) (Warren et al., 2011). Em casos de seca mais severa observa-se queda da
eficiéncia do ciclo de Calvin e consequente emparelhamento de elétrons na cadeia
respiratéria, o qual resulta na formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
capazes de causar danos celulares, como a peroxida¢do de lipidios de membrana
(Tardieu Francois e Thierry, 1998; Fu e Huang, 2001; Ahmed et al., 2009). Entretanto,
ha gendtipos que permitem abertura parcial dos estdmatos, evitando perda excessiva de
dgua, mas mantendo a concentragdo interna de CO, e, consequentemente, a taxa
fotossintética (Condon et al., 2004).

O estresse hidrico causado pela seca comumente ocasiona reducdo da aérea
foliar (um importante mecanismo contra perdas excessivas de dgua, mas que afeta a
produtividade) e aumento do direcionamento de fotoassimilados para a raiz,
promovendo seu crescimento, o que facilita o acesso a 4gua em camadas mais profundas
do solo (Anjum et al., 2011). No entanto, isso reduz o crescimento da parte aérea e a
producdo de madeira. Além disso, o aumento da aloca¢do de fotoassimilados na raiz,
resultando em maior producdo de biomassa radicular em detrimento da parte aérea, €
uma resposta a seca frequentemente observada em plantas tolerantes, por aumentar a
eficiéncia na aquisicdo de dgua e nutrientes (Costa e Silva et al., 2004; Valdés et al.,
2013).

Para mitigar os efeitos da restricdo hidrica, a escolha de genétipos tolerantes a
seca € a principal estratégia adotada para estabelecer novas plantacdes de eucalipto
(Bison et al., 2007). Dentre os clones de eucalipto mais utilizados no Brasil estdao 1-144
e GG100, hibridos de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis. O clone [-144,
considerado mais tolerante a seca, € menos produtivo, enquanto o GG100 é menos
tolerante, porém, mais produtivo sob condicdes de boa disponibilidade hidrica (Barros
Filho, 2014; Pita-Barbosa et al., 2016; Miiller et al., 2017).

No Brasil, a maioria dos trabalhos de melhoramento genético do eucalipto visa
obter maiores taxas de crescimento e produtividade das fibras (Navarrete-Campos et al.,
2013), ndo considerando as respostas morfoldgicas e bioquimicas das arvores ao
estresse hidrico e a influéncia dos nutrientes nesses processos. Apesar de clones
relativamente tolerantes terem sido identificados, os fatores que conferem melhor
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performance sob seca ainda ndo foram bem elucidados. Portanto, a identificacdo de
mecanismos fisioldgicos e moleculares responsdveis pela maior tolerdncia a seca é de

suma importancia para os avangos das pesquisas que visam a producdo de clones

tolerantes e produtivos.

2. OJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Identificar caracteres morfofisioldgicos associados a maior tolerancia ao déficit

hidrico nos clones de Eucalyptus GG100 e I-144, amplamente cultivados no Brasil.

2.2. Objetivos especificos

e Comparar o crescimento dos clones sob restricdo hidrica e identificar sintomas
macroscopicos de estresse hidrico;

e Determinar os efeitos da restricao hidrica sobre a parti¢cdo de nutrientes nas plantas
e atividade fotossintética;

e Detectar a ocorréncia de estresse oxidativo e sua intensidade, nos diferentes clones.

3. HIPOTESE

O clone I-144 apresentard menor nivel de estresse oxidativo € maior crescimento

radicular, em relacdo ao clone GG100.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Condicoes experimentais

Foram utilizadas mudas com 90 dias de idade dos clones I-144 ¢ GG100, de
maior € menor tolerdncia ao déficit hidrico, respectivamente. O experimento foi
conduzido em casa de vegetacdo, em vasos de polietileno (8 L), e as mudas foram
aclimatadas em solu¢do nutritiva de Clark (Clark, 1982), sob aerag¢do constante e pH de
5,8 por 30 dias. Apds o periodo de aclimatagdo, as plantas foram separadas em dois
grupos: metade permaneceu sob potencial hidrico (yy) em torno de -0,05 MPa
(controle) e a outra metade foi submetida a restricdo hidrica (induzida através da
reducdo do potencial osmoético da solugdo), realizada pela adicdo gradativa de

polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) para a obtengdo do potencial de -0,65 MPa,
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simulando condi¢des de campo, onde hd uma reducdo gradativa da disponibilidade de
dgua no solo na auséncia de chuvas. As plantas permaneceram por trés dias no
tratamento com -0,3 MPa e por mais trés dias no tratamento com -0,65 MPa, sendo a
coleta realizada ap6s seis dias de submissdo ao estresse. Dessa forma, o experimento
constituiu um fatorial 2 x 2 (clones x auséncia/preseng¢a de déficit hidrico), em

delineamento de blocos casualizados, com cinco repeticoes.

4.2. Potencial hidrico na antemanha ()

O potencial hidrico foliar (yy) foi determinado no periodo de antemanha, por
volta das 2 h da madrugada apds seis dias de submissdo ao estresse em folhas
pertencentes ao terceiro entrend, utilizando uma cdmara de pressio semelhante a
idealizada por Scholander et al. (1965) (Model 3000F01 Plant Water Status Console;
Soil Moisture Equipment Corp. Santa Barbara, CA, USA).

4.3. Massa de matéria seca

Ao final do experimento, a parte aérea ¢ o sistema radicular foram coletados
separadamente. As raizes foram lavadas com agua destilada, para a remo¢ao do PEG e
elementos adsorvidos a sua superficie, e cuidadosamente secas com papel absorvente.
Foi realizada a pesagem da massa fresca da parte aérea e do sistema radicular. Feito
isso, amostras foram acondicionadas em sacos de papel e levadas para uma estufa de
circulacao de ar for¢ado, a temperatura de 65 °C, por 72 horas, até atingir peso constate.
Apos esse periodo, as amostras foram pesadas para a obtencdo da massa de matéria

S€ca.

4.4. Quantificacao de nutrientes e determinacao da eficiéncia nutricional

ApOs secagem, amostras de parte aérea e raizes foram moidas em moinho tipo
Wiley, passadas em peneira com malha de 0,5 mm e submetidas a digestdo
nitropercldrica para a determinacio da concentracio de P, K, S, Ca, Mg, Mn, Cu e Fe
por espectrometria de emissdo atdmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES).
O teor de B foi quantificado por colorimetria.

Foi determinado o conteido dos elementos na raiz e parte aérea das plantas,

calculado pelo produto entre o teor de nutrientes € a massa de matéria seca do

compartimento vegetal. Calcularam- se, também, os seguintes parametros de eficiéncia



nutricional dos clones, para cada um dos nutrientes citados: eficiéncia de absorcdo (EA),
expressa pela divisdao do conteido do nutriente na planta por massa de matéria seca da
raiz (Swiader et al., 1994); eficiéncia de translocagdo (ET), dividindo-se o contetido do
nutriente na parte aérea pelo conteido do nutriente na planta inteira (Li et al., 1991);
eficiéncia de utiliza¢do dos nutrientes na parte aérea (EUPA), dividindo-se o quadrado
da matéria seca da parte aérea pelo contetido do nutriente na parte aérea; e a eficiéncia
de utilizacdo nas raizes (EUR), pelo quadrado da massa de matéria seca das raizes

dividido pelo contetido do nutriente das raizes (Siddiqi e Glass, 1981).

4.5. Trocas gasosas

Os valores de taxa de assimilacdo fotossintética liquida (A), condutancia
estomadtica (g;), transpiracdo (E) e a razdo entre a concentragdo interna e externa de CO,
(C/C,) foram determinados utilizando-se um analisador de gds por infravermelho
(IRGA; modelo portatil LI-6400xt, LI-COR Biosciences Inc., Lincon, Nebraska, USA).
As medi¢cdoes foram realizadas no periodo da manha em folhas completamente
expandidas do terceiro no, apds seis dias de submissdo ao déficit hidrico (entre 08:00 e
12:30 h), utilizando radiagdo fotossinteticamente ativa constante (1400 pmol fotons m™
s™), concentracdo atmosférica de CO,, temperatura de 25 °C e umidade em torno de 65
%. As medi¢des foram efetuadas por bloco para reduzir o efeito do horério da avaliacao

sobre as respostas fotossintéticas.

4.6. Fluorescéncia da clorofila a

A determinacdo da fluorescéncia da clorofila a foi realizada com o intuito de
identificar danos ao fotossistema II do aparato fotossintético, nas mesmas folhas
selecionadas para as andlises de trocas gasosas, com auxilio de um analisador de gds
infravermelho com fluordometro acoplado (IRGA, Licor 6400xt, Lincoln , USA). As
folhas foram aclimatadas ao escuro e submetidas a determinagdo da fluorescéncia inicial
(Fp) e fluorescéncia maxima (Fy,) da clorofila a, possibilitando o calculo do rendimento
quantico potencial do fotossistema II (FSII), em que F\/F, = (Fn-Fo)/Fn (Genty et al.,
1989). As medicoes referentes a fase lenta de indugdo da fluorescéncia foram feitas com
a aplicacdo de uma iluminacgdo actinica e um pulso de luz actinica saturante para a
obtencdo das seguintes caracteristicas: fluorescéncia em amostra adaptada a luz antes do
pulso de saturacdo (F) e fluorescéncia maxima em amostra adaptada a luz (Fy,’). Com

os valores dessas carateristicas, foi calculada a fluorescéncia minima do tecido vegetal
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iluminado (Fy’), em que Fy’' = Fo/[(Fn-Fo/Fn)+(Fo/F,’)] (Oxborough e Baker, 1997),
sendo este utilizado para o calculo do coeficiente de extin¢cdo fotoquimico pelo modelo
lake, o qual fornece uma estimativa de centros de reagdes abertos do fotossistema II, por
meio da férmula: qL=(F, - F)/(Fi’-Fy’)*(Fo’/F) (Kramer et al., 2004).

Na obten¢do das formas de dissipa¢do de energia, foram utilizados os modelos
descritos por Genty et al. (1989) e Hendrickson et al. (2004):

Yu = (Fw’-F)/Fy’ - rendimento quantico efetivo de conversdo fotoquimica de
energia no FSII;

SA(NPQ = (FIFy’) - (F/Fy) - rendimentos quanticos da dissipacdo de energia
regulada;

Yo = FIF, - dissipagdo de energia ndo regulada.

4.7. Aldeido malonico (MDA)

A quantificacdo de aldeido malénico (MDA) foi realizada com o objetivo de
determinar a ocorréncia e a intensidade do estresse oxidativo nas plantas (Hodges et al.,
1999), de acordo com a metodologia descrita por Gomes-Junior et al. (2006), com
algumas adaptacdes. Aproximadamente 50 mg de folhas e 100 mg de raizes foram
homogeneizados com 2 mL de solu¢do de &cido tricloroacético (TCA) 0,1 %. Os
extratos obtidos foram centrifugados por 15 min a 10000 g, 4 °C. Foram coletados 0,5
mL do sobrenadante, em dois tubos diferentes, sendo um para a reacio e outro para o
branco da amostra. Aos tubos de reagdo foi adicionado 1,5 mL de 4cido tiobarbitirico
(TBA) 0,5 %, preparado em TCA 20 %. Aos tubos contendo o branco da reagdo foi
adicionado somente 1,5 mL de TCA 20 %. Os tubos foram mantidos a 95°C por 30
minutos e as reagdes foram paralisadas colocando-se os tubos no gelo. Apds o
resfriamento, o contetido foi centrifugado durante 4 min a 10000 g.

A concentragdo de MDA foi determinada pela leitura das absorbancias do
produto final a 440, 532 e 600 nm. Para o calculo da concentracdo de MDA, foi
descontada a diferencga entre os valores de 532 e 600 nm dos mesmos valores obtidos
pela reacdo sem adicdo de TBA, como segue: A =(Abs532.78sa) — (Abs600,71p4) —
(Abs532.784) — (Abs600.754). Posteriormente, foi descontado o interferente de leitura a
440 nm: B = (Abs440.1pa) — (Abs600..1p4) x 0,0571. A partir das estimativas de A e B, a
concentracdo de MDA foi quantificada pela equacdo: MDA (nmol mL') = (A -
B/157000) x 10° (Heath e Packer, 1968). A concentracdo de MDA foi expressa em



funcdo da massa de matéria seca de cada amostra, a qual foi obtida e convertida a partir

dos dados de biomassa.

4.10. Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e os tratamentos
“controle” e “restri¢do hidrica” comparados pelo teste de F ao nivel de 5 e a 10% de

probabilidade.

5. RESULTADOS

5.1. Hidratacao das plantas

O potencial hidrico foliar na antemanha confirmou que as plantas cultivadas em
solucao nutritiva com o potencial de -0,65 MPa apresentavam restricao hidrica nos
tecidos, uma vez que houve grande reducdo nos valores das plantas controle em relagao
as submetidas ao tratamento. Os valores observados nos controles, em torno de -0,3
MPa, sdao indicativos de plantas que se encontram com nivel adequado hidratacao

(Figura 1).
Controle
-0.65 MPa
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Figura 1. Potencial hidrico foliar na antemanha de clones de eucalipto (GG100 e I-
144) submetidos ao potencial de -0,65 MPa, apos seis dias de submissdao ao
tratamento. Barras representam médias + erro padrdo. Médias de tratamentos com
restrigdo hidrica acompanhadas pelo simbolo ** diferem de seus respectivos
controles, pelo teste F, em nivel de 5% de significancia.



5.2. Sintomas e crescimento

As folhas de ambos os clones apresentaram sintomas de deficiéncia hidrica,
como murcha, bordas e apices necrdticos, aspecto retorcido e ressecado e area foliar
aparentemente reduzida, em relacdo ao controle. Além disso, as folhas e as raizes

adquiriram colora¢do mais escurecida (Figura 2).

1-144
ontrole _

Figura 2. Sintomas em mudas de clones de eucalipto (GG100 e 1-144) submetidos ao
potencial de -0,65 MPa, em sistema hidropdnico, apds seis dias de submissdo ao
tratamento. A. Efeitos na parte aérea. B — E. Efeitos no sistema radicular. B. Clone
GG100 (controle). C. Clone GG100 (- 0,65 MPa). D. Clone I-144 (controle). E. Clone
[-144 (- 0,65 MPa).

As mudas de ambos os clones mostraram tendéncia de redug¢do da massa de
matéria seca (MS) da parte aérea quando submetidas a restri¢ao hidrica (Tabela 1). A
reducdo ndo foi significativa, entretanto, as diferencas relativas de massa dos véarios
componentes das plantas do clone I-144 foram maiores quando submetidas a restri¢do
hidrica do que as do GG100 (Tabela 1). Essa maior sensibilidade do 1-144 foi expressa
por reducdo de 21% da massa da parte aérea, enquanto o GG100 apresentou redugio de
apenas 6%. Por outro lado, a restricao hidrica levou o I-144 a um aumento de 12,7% na
massa de matéria seca do sistema radicular no espaco de seis dias de estresse, ao passo
que o GG100 teve um aumento de cerca de 3%. A maior reacdo do I-144 foi refletida na
relacdo entre parte aérea/raizes, exibindo em condic¢ao de restri¢do hidrica, uma redugao

de 36% nesta relacdo quando comparado com o tratamento controle.



Tabela 1. Producdo de massa de matéria seca da parte aérea (MSPA), do sistema
radicular (MSR), da planta inteira (MST) e relacdo entre a massa de matéria seca da
parte aérea e da raiz (MSPA/MSR) de dois clones de eucalipto (GG100 e I-144)
submetidos ao potencial de -0,65 MPa por seis dias

cl Tratamento MSPA MSR MST MSPA/MSR
one
----------- g/planta ------------
Controle 3,98 1,41 5,39 2.9
GG100 -0, 65 MPa 3,74 1,45 5,19 2,81
(-6,4%) (+2,8%) (-3,8%) (-3%)
1144 Controle 4,97 1,65 6,62 3,06
i -0,65 MPa 3,92 1,89 5,61 1,96**
(-21%) (+12,7%) (-15%) (-36%)

** Médias estatisticamente diferentes pelo teste F ao nivel de 5% de significancia. Os
valores entre paréntesis indicam alteracdo relativa causada pelo potencial de -0,65 MPa
em comparagdo ao controle.

5.3. Aspectos nutricionais

O tratamento -0,65 MPa provocou reducdes significativas nos conteidos de P,
K, S e de Fe da parte aérea no clone I-144 de, aproximadamente, 28, 27, 32 ¢ 26% em
relagdo ao controle, respectivamente (Tabela 2). O acumulo de B, Mn e Ca nas raizes do
clone I-144 foi influenciado positivamente pela limitacdo hidrica, apresentando
aumentos de 29, 45 e 60%, respectivamente neste 6rgao. J4 o conteido de Cu nas raizes
reduziu cerca de 35% em relacdo ao controle. Além disso, houve redugdes nos
conteudos totais de Cu e S apds a restricdo hidrica. O clone GG100 ndo apresentou
diferengas significativas no conteido de nutrientes apds o tratamento com limitagdo
hidrica.

Foram observadas reducdes significativas nos teores de alguns nutrientes na
parte aérea das plantas do clone GG100 submetidas a restricdo hidrica (Tabela 3).
Houve redugdo de 15 e 12% nos teores de S e B, respectivamente. Ja na parte aérea do
clone I-144 houve aumento de 19% no teor de Ca. Em relacdo ao sistema radicular do

clone I-144, a limitacdo hidrica provocou o aumento de 54 € 18% nos teores de Ca e B,

respectivamente, € diminui¢cdo de 23% no teor de S e 45% nos teores de Fe e Cu.



Tabela 2. Conteddo de nutrientes em clones de eucalipto (GG100 e I-144) em respostas
ao tratamento -0,65 MPa, imposto por seis dias

P K Ca Mg S Cu Fe Mn B
Clo Tratamento mg g’ ugg!
Parte aérea
GG100 Controle 40,86 58,00 31,28 10,14 23,94 5927 114,65 1041,20 754,69
-0,65 MPa 37,24 48,96 32,51 9,34 18,93 48,33 108,87 1066,70 633,38
1-144 Controle 56,24 69,92 39,40 14,47 32,65 61,24 142,13 1660,15 839,68
-0,65 MPa 40,13*  50,99* 36,70 11,02 2231* 45,04 105,51 *1318,29 668,01
Raiz
GG100 Controle 9,61 13,24 7,47 6,07 9,51 76,17 41,46 106,78 152,38
-0,65 MPa 10,35 13,63 11,72 3,44 8,53 80,42 41,66 154,30 138,49
L144 Controle 11,30 20,62 7,10 4,58 11,71 112,50 47,78 130,87 148,27
-0,65 MPa 14,94 18,87 17,92** 3,50 10,36 73,36™ 52,36 239,01* 207,97**
Total
GG100 Controle 50,47 71,24 38,75 16,21 33,46 13544 156,11 1147,99 907,07
-0,65 MPa 47,59 62,60 44,23 12,78 27,46 128,75 150,53 1221,01 771,88
I144 Controle 67,55 90,55 46,46 19,06 44,37 . 173,75 . 189,91 1791,02 987,95
-0,65 MPa 55,08 69,86 54,64 14,52 32,67 118,40 157,86 1557,30 875,98

** *: médias estatisticamente diferentes pelo teste F ao nivel de 5 ou 10% de
probabilidade, respectivamente.

Tabela 3. Teor de nutrientes em clones de eucalipto (GG100 e I-144) submetidos ao

tratamento -0,65 MPa por seis dias

P K Ca Mg S Cu Fe Mn B
Clone Tratamento mg g’ pg g’
Parte aérea
GG100 Controle 10,03 14,32 7,81 2,51 5,85 14,41 28,73 264,72 190,81
-0,65 MPa 9,89 13 8,75 2,5 4,96* 12,78 29,19 288,5 168,74 *
1-144 Controle 11,5 14,32 7,99 2,91 6,66 12,54 28,64 337,35 169,90
-0,65 MPa 10,86 13,8 9,9* 295 5,99 12,17 28,36* 346,95 177,49
Raiz
GG100 Controle 6,94 9,53 5,26 3,93 6,82 56,6 29,49 72,7 108,70
-0,65 MPa 6,92 9,51 7,81 * 2,29 5,79 52,62 28,7 95,9 97,16
L144 Controle 6,94 12,63 4,37 2,66 7,07 70,31 29,1 78,03 89,89
-0,65 MPa 7,89 10,03 9,46 ** 1,86 5,47*  3847* 27,66* 12542 109,17**

%, % médias estatisticamente diferentes pelo teste F ao nivel de 5 ou 10% de

probabilidade, respectivamente.

A eficiéncia de absor¢do (EA) de K, Mg, Cu, S e B foi negativamente afetada

pela restri¢do hidrica no clone I-144. Foi detectada reducdo de 35, 34, 43, 38 e 25% na

EA dos elementos supracitados, respectivamente. No clone GG100, somente a EA de B

foi reduzida pela restricdo hidrica, em 14% (Tabela 4).

Foi detectada reducdo da eficiéncia de translocacao (ET), no clone 1-144, apds

ser submetido a restricao hidrica. Foi observada reducdo de 12, 21, 12, 10 e 11% para o

P, Ca, Fe, Mn e B, respectivamente. As plantas do clone GG100, submetidas a restri¢cdo
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hidrica, ndo apresentaram diferencas significativas para a ET, em relacdo ao controle
(Tabela 4).

No clone 1-144, a eficiéncia de uso dos nutrientes para a producao de parte aérea
(EUPA) apresentou redugcdo de 40% e 24% para Ca e Fe, respectivamente, apds
imposicao da restricao hidrica. Sob tais condi¢des, as raizes apresentaram aumento da
EUR sob restricdo hidrica para o Mg, S e Fe, no clone I-144, e reducdo para os
nutrientes Ca e Mn. No clone GG100, a EUPA e EUR ndo apresentaram diferencas

significativas entre os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4. Eficiéncias de absor¢do, de translocagdo e de utilizacdo de nutrientes em clones
eucalipto (GG100 e I-144) submetidos ao tratamento -0,65 MPa por seis dias

Clone Tratamento EA (mggh) EA(ugh)
P K Ca Mg S Cu Fe Mn B
GG100 Controle 36,39 51,58 28,01 11,24 23,95 99,48 113,28 860,00 667,87
-0,65 MPa 35,06 46,03 32,42 9,37 20,15 88,847 110,39 909,79 574,91 **
L144 Controle 42,37 56,88 28,79 11,56 27,56 108,72 116,8 1114,8 610,23**
-0,65 MPa 29,09 36,91 28,83 7,65** 17,21** 62,340 83,21 815,01 459,86
ET (mg mg-1)
GG100 Controle 0,80 0,8 0,81 0,68 0,70 0,42 0,73 0,79 0,83
-0,65 MPa 0,78 0,78 0,73 0,72 0,68 0,4 0,72 0,75 0,81
L144 Controle 0,83 0,77 0,85 0,77 0,74 0,37 0,75 0,81 0,85
-0,65 MPa 0,73** 0,73 0,67** 0,75 0,68 0,38 0,66** 0,73 0,76 **
EUPA (g’ mg ™) EUPA (g’ pg ™)
GG100 Controle 0,397 0,277 0,510 1,581 0,684 0,284 0,138 0,017 0,021
-0,65 MPa 0,377 0,288 0,436 1,511 0,752 0,291 0,129 0,014 0,022
144 Controle 0,446 0,362 0,633 1,708 0,760 0,407 0,174 0,015 0,030
-0,65 MPa 0,346 0,272 0,377 1,259 0,620 0,320 0,131* 0,011 0,021
EUR (g’ mg™) EUR (g’ pg ™)
GG100 Controle 0,215 0,155 0,275 0,493 0,213 0,027 0,048 0,024 0,013
-0,65 MPa 0,206 0,159 0,201 0,651 0,248 0,029 0,050 0,022 0,015
L144 Controle 0,245 0,135 0,385 0,608 0,240 0,029 0,057 0,025 0,018
-0,65 MPa 0,246 0,196 0,206  1,055* 0,348* 0,049 0,068* 0,017* 0,018

%, *: médias estatisticamente diferentes pelo teste F ao nivel de 5 ou 10% de

probabilidade, respectivamente.

5.4. Fotossintese

A restri¢do hidrica promoveu redu¢do na assimilacdo liquida de carbono (A) nos
dois clones estudados (Fig. 3A), sendo a intensidade das respostas ao tratamento
bastante similares. Foi observada queda da condutancia estomadtica (g;) (Fig. 3B) e,
consequentemente, nas taxas transpiratérias (E) (Fig. 3C), bem como na razdo entre a

concentracdo interna e externa de CO, (Fig. 3D), em ambos os clones.
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Figura 3. Efeitos da restricdo hidrica (- 0,65 MPa) sobre a fotossintese em dois clones
de eucalipto (GG100 e I-144), cultivados em sistema hidroponico por seis dias. A.
Assimilacao de CO; (A). B. Taxas transpiratorias (E) C. Condutancia estomatica (gs). D.
Razdo entre a concentracdo interna e externa de CO, (Ci/Ca). Barras representam
médias £ erro padrao. Médias de tratamentos com restricao hidrica acompanhadas pelo

simbolo ** diferem de seus respectivos controles, pelo teste F, em nivel de 5% de
significancia.
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Nao foram observadas diferencas significativas no rendimento quantico maximo
potencial do fotossistema II (F\/Fy,) entre plantas do controle e aquelas submetidas a
restri¢dao hidrica, em ambos os clones, sendo os valores em torno de 0,85. Em ambos os
clones, ndo foram verificadas alteracdes na taxa de transporte de elétrons (ETR), nos
valores de Fy quantidade de luz emitida pelas moléculas de chl a excitadas, antes da
energia ser dissipada para o FSII) e de fluorescéncia maxima (Fy,). Além disso, ndo
foram verificadas alteracdes nos seguintes pardmetros: Yy, que mede a quantidade de
energia utilizada na fotossintese; \A(No, que € a dissipacdo ndao modulada da energia, na

forma de calor e YNPQ, energia dissipada na forma de fluorescéncia (Tabela 6).

Tabela 6. Parametros de fluorescéncia da clorofila a de clones de eucalipto (GG100 e I-
44) submetidos ao potencial de -0,65 MPa por seis dias

GG100 1-144
Controle - 0,65 MPa Controle - 0,65 MPa
Fy 5419 553,18 526,72 538,28
Fp, 3505,49 3567,05 3457,71 3511,46
F\/Fy, 0,85 0,84 0,85 0,85
Fy' 613,64 604,96 623,56 618,79
F,' 1573,27 1468,48 1764,99 1517,25
ETR 155,5 141,52 153,24 133,91
Yy 0,25 0,23 0,25 0,22
Ynpa 0,41 0,45 0,37 0,44
Yno 0,33 0,32 0,38 0,34

5.5. Estresse oxidativo

A imposigdo da restri¢do hidrica promoveu um aumento significativo dos teores
de MDA nas folhas de ambos os clones, indicando a ocorréncia de estresse oxidativo.
Foi detectado um aumento nos teores de MDA de 42 e 32 % nas folhas do clone GG100
e [-144, respectivamente. Nas raizes do clone GG100, o acimulo de MDA apoés o
tratamento com déficit hidrico foi mais discreto que o observado nas folhas, tendo

aumentado em 13 % em relagdo ao controle (Tabela 7).
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Tabela 7. Teores de aldeido malonico (MDA) em folhas e raizes de clones de eucalipto
(GG100 e 1-44) cultivados em sistema hidroponico por seis dias, com potencial de -0,65
MPa e sem restri¢do hidrica

GG100 1-144
Tratamento Folha Raiz Folha Raiz
Controle 293.39 110,89 289,11 1227
MDA
(nmol g'1 MSh
-0,65 MPa 506,87 128,12" 431,41 119,5

Meédias seguidas por ** diferem dos respectivos controles pelo teste F, em nivel de 5%
de significancia. MS = massa seca.

6. DISCUSSAO

A restricdo hidrica promoveu fechamento estomatico e estresse oxidativo,
culminado em reducio do crescimento

As plantas de ambos os clones submetidas a restricdo hidrica apresentaram
folhas com sintomas de deficiéncia hidrica, como: murcha, bordas e apices necroticos,
aspecto retorcido e ressecado e area foliar aparentemente reduzida. Além disso, as
folhas adquiriram coloracdo mais escurecida. A restrigdo hidrica também ocasionou
diminui¢do da turgidez celular. A manutengdo do turgor é um pré-requisito necessario
para o alargamento e crescimento celular; portanto, limitagdes no abastecimento de dgua
podem resultar em grandes reducdes no crescimento da planta (Hsiao, 1973).

O potencial hidrico foliar € uma boa referéncia da condi¢do hidrica da planta,
particularmente durante periodos de seca (Levitt, 1980). Neste estudo foi observado que
o potencial de -0,65 MPa ocasionou redugdo do Wy, das plantas de eucalipto, indicando
que a condicdo imposta afetou o grau de hidratagdo dos tecidos vegetais (Figura 1). A
medic¢do foi feita na antemanhd, descrevendo assim o estado hidrico da planta sem
efeitos das condicdes ambientais diurnas (alta radiacdo solar, calor etc), refletindo o
equilibrio de potencial entre a planta e solugdo (Katerji e Hallaire, 1984). A queda do
¥, observada pode estar relacionada com redugdes no potencial de pressao (associado a
perda de turgidez celular) e, ou do potencial osmético (aumentos na concentracido de

solutos osmoticamente ativos no citosol), como resultado da desidratacdo celular.

Rocha (2013), avaliando os efeitos da seca em eucalipto, demonstrou que um

dos mecanismos relacionados a maior tolerancia do clone I-144 ao déficit hidrico € sua
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capacidade de acumular acticares soliveis osmorreguladores. Essa capacidade de ajuste
osmoético tem sido estudada por vdrios autores, sendo considerado um critério na
escolha de espécies de eucalipto tolerantes a seca (Lemcoff et al., 1994; Merchant et al.,
2007).

Sob condicdes de baixa disponibilidade de agua, o fechamento estomaético
constitui uma das primeiras estratégias utilizadas pelas plantas para diminuir a taxa de
transpiragcdo e manter a turgescéncia celular (Melcher et al., 2009). No presente estudo,
a falta de hidratagao adequada dos tecidos resultou em diminui¢do da g e de E, como
estratégia de reducao de perdas excessivas de agua pelas plantas. Entretanto, esse
mecanismo de protecdo ocorre as expensas de reducdes na relacio Ci/C, e,
consequentemente, de A. Essas respostas aconteceram em ambos os clones, sendo o
percentual de reducao similar entre eles.

A diminui¢do da concentragdo interna de CO, promove um desequilibrio entre o
ciclo de Calvin e a cadeia de transporte de elétrons nos cloroplastos, isto €, entre a
utilizacdo de CO, e de energia luminosa, promovendo acimulo de elétrons nas
membranas dos cloroplastos e levando a formacgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Fu e Huang, 2001; Ahmed et al., 2009; Ozkur et al., 2009) capazes de causar
danos celulares, como a peroxidagdo de lipidios de membrana, degradacdo de acidos
nucléicos e inativagcdo de enzimas e proteinas (Anjum et al., 2011).

O acumulo de EROs, induzido pelo déficit hidrico, resulta em aumento dos
teores de MDA, produto da peroxidacdo de lipidios, e este pode ser usado como
indicador de danos oxidativos. Portanto, menores teores de MDA é um indicador de
maior tolerancia a seca (Shinozaki et al., 2003; Dhanda et al., 2004). Com a restri¢ao
hidrica, o clone GG100 apresentou maiores concentracdes de MDA, sendo esse
aumento de 42% na parte aérea e 13% nas raizes, indicando maior ocorréncia da
peroxidacdo lipidica e menor eficiéncia da maquinaria antioxidativa em remover EROs,
quando comparado ao clone I-144. Esse fato pode ser um indicativo da maior tolerancia
do I-144 a seca. O acumulo de MDA nas raizes € resultado do estresse oxidativo que

pode ter sido responsével pelo escurecimento das raizes, observado na figura 2.

Neste trabalho ndo foram observadas diferencas significativas nos valores de
fluorescéncia da clorofila a, caracteristica que tem sido utilizada como bom indicador
do nivel de estresse em plantas (Bolhar-Nordenkampf e Oquist, 1993; Lichtenthaler e
Miehé, 1997; Maxwell e Johnson, 2000). O curto espago de tempo a que as plantas
foram submetidas a restricdo hidrica pode ter sido a causa da auséncia de diferencas

significativas entre os tratamentos. Esses resultados corroboram os de Silva et al.
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(2016), que relataram o efeito do déficit hidrico em dois clones com graus de tolerancia
a seca contrastantes. Foi observado que a limitacdo hidrica s6 promoveu mudancgas
significativas nos valores de F/Fy, Fo, F, a partir de 15 dias apds a imposicdo do
estresse. Sugere-se, portanto, que a avaliacdo deste tipo de caracteristica, assim como
andlises de crescimento e morfoldgicas, seja conduzida por meio de experimentos mais

prolongados.

O aumento de B e Ca promove maior crescimento radicular no clone 1-144

Apesar de ser um fator limitante ao crescimento, a queda das folhas é também
uma estratégia de plantas submetidas ao déficit hidrico, visando a diminuicao das perdas
de dgua por transpiracdo, que € um mecanismo de ajuste e mitigacdo a falta de dgua
(Anjum et al., 2011). Esse ajuste promoveu redu¢do de 36% na relagdo entre massa de
matéria seca da parte aérea e das raizes no tratamento com restricdo hidrica no clone I-
144. A menor relacdo parte aérea/raiz pode ser benéfica em condi¢des de seca por
resultar em maior exploracao relativa do perfil de solo, favorecendo a absor¢dao de dgua
e de nutrientes (Marschner, 2012). Resultados semelhantes, que mostram maior
crescimento radicular em situacdo de déficit hidrico, foram encontrados por Durand et
al. (2016) em plantas de Arabidopsis. De acordo com Caione et al. (2012), a massa de
matéria seca das raizes tem sido considerada uma das melhores e importantes varidveis
relacionadas a sobrevivéncia e ao crescimento inicial de mudas de eucalipto no campo.
Em geral, quanto mais abundante for o sistema radicular, maior é a sobrevivéncia. Li
(1998) considera a relagdo parte aérea/raiz uma caracteristica importante a ser
considerada em estudos sobre a aclimatacdo a seca em espécies de eucalipto. Maseda e
Fernandez (2016) verificaram que clones de Eucalyptus mais tolerantes a seca
apresentaram maior alocacdo de biomassa para a raiz, considerando esse fato como um
bom indicador de tolerancia a seca. Portanto, o aumento da biomassa radicular como
fator condicionante da tolerancia a seca deve estar associado com caracteristicas que
aumentam a captacio de d4gua, como o aumento do crescimento radicular e da propor¢ao
de raizes finas (Santos et al., 2016). Dessa forma, clones como o GG100, o qual ndo
apresentou alteracdes na relacdo parte aérea/raiz, poderdo ter sua sobrevivéncia
comprometida em ambientes de deficiéncia hidrica acentuada.

A maior alocacdo de alguns nutrientes no sistema radicular, como Ca e B, pode
ter sido um dos motivos que acarretou a menor relacdo parte aérea/raiz no clone I-144,

e, consequentemente, sua maior tolerancia a restri¢do hidrica. Ambos os nutrientes sdo
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importantes componentes da parede celular. O Ca se destaca como constituinte da
lamela média, estrutura que une e estabiliza as células vegetais de modo a formar os
tecidos (White e Broadley, 2003). Sua deficiéncia pode danificar os pontos de
crescimento da raiz, podendo interromper o desenvolvimento e até mesmo ocasionar
escurecimento e morte do tecido vegetal (Mendes e Gomes, 2013). J4 o B é um
micronutriente necessdrio para manter o crescimento € o desenvolvimento normal das
plantas (O’Neill et al., 2001), tendo papel importante na estabilidade da parede celular.
Esse nutriente possui importante funcdo sobre a formacdo das ligacdes borato-diester
nas estruturas dos ramnogalacturonanos II (RG II), as quais sdo polissacarideos de
pectina responsdveis pela estrutura e resisténcia mecanica da parede celular. (Kobayashi
et al., 1999; Bolaios et al., 2004; O’Neill et al., 2004). Além disso, ha evidéncias de que
a deficiéncia de B esteja relacionada a redugdo nas fungdes estomdticas e diminuicao da
absorcdo de alguns nutrientes, como K, potencializando os danos ocasionados pelo
déficit hidrico (Schon et al., 1990; Hajiboland e Farhanghi, 2011).

A restri¢do hidrica promoveu reducdo de 25% na EA e 11% na ET do B no
clone I-144. Mattielo et al. (2009) relataram que a absor¢do do B € severamente
reduzida em periodos secos devido a uma reducao no fluxo transpiracional da planta, o
que estd em conformidade com o maior acimulo observado nas raizes sob restricdo
hidrica do clone I-144: aumento de 29% no contetiido e de 18% no teor de B. Segundo
Hodecker et al. (2014), a aplicacdo de B por via foliar pode contribuir para melhorar a
absorcdo de dgua, devido ao maior incremento do crescimento radicular nas plantas.
Esses autores atribuiram a maior tolerncia do clone I-144 ao estresse hidrico a sua
habilidade de realocar fotoassimilados para o crescimento de raizes, o que foi facilitado
pela translocagdo de B da parte aérea para o sistema radicular. Além disso, o B induziu
a expressdo de genes relacionados a estabilidade da parede celular. De acordo com
Nunes (2010), em situacdo de estresse hidrico, a presenca de B melhorou a condutancia
estomadtica e a taxa transpiracional em clones considerados tolerantes a seca.

J4 em relac@o ao nutriente Ca, a restricao hidrica reduziu sua ET em 21%. Essa
reducdo relaciona-se com a baixa mobilidade do Ca na planta, sendo sua eficiéncia de
translocacdo extremamente dependente da taxa de transpiragdo (White, 2001). A queda
na transpiracdo, em funcdo da menor condutincia estomdtica, foi evidenciada no
presente trabalho. Entretanto a menor transloca¢do desse nutriente para a parte aérea
permitiu o aumento no conteudo de Ca no sistema radicular do clone I-144, aumentando

60% em relagc@o ao controle.
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O acumulo de Ca e a maior producdo de raiz pode ser uma estratégia importante
de tolerancia a seca, devido ao aumento da superficie radicular que proporciona maior
absorcdo de dgua e nutrientes (Hawkesford et al., 2012). Barros Filho (2014) constatou
que a tolerancia a seca do clone I-144 pode ser devido a maior absor¢ao e acimulo de
Ca, o qual poderia desencadear varios processos para reduzir os efeitos do estresse
hidrico no eucalipto. O Ca apresenta um papel relevante na divisao celular, formacao da
parede celular, manutencio da integridade das membranas e alongamento das raizes. E
também um importante mensageiro secundario de respostas a sinais ambientais e agente
regulador de processos metabdlicos, quando ligado a calmodulina (Cunha et al., 2010;
Marschner, 2012). Além disso, possui efeito regulador sobre as aquaporinas, que
formam canais seletivos de dgua através da membrana celular, facilitando sua entrada e
auxiliando na manutenc¢do da turgidez celular (Carvajal et al., 2000).

Segundo Barros Filho (2014), o Ca pode exercer funcdo similar ou at€ mesmo
mais intensa que o B na mitigacdo dos efeitos do estresse hidrico no clone I-144. O
mesmo autor constatou que a tolerancia a seca pode ser mitigada pela maior absorcao e
acumulo de Ca nas raizes, o qual poderia desencadear varios processos para reduzir os

efeitos do estresse hidrico no eucalipto.
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7. CONCLUSOES

¢ A intensidade das alteragcdes morfologicas e fisiologicas em decorréncia da restricao

foi maior no clone GG100.

e No tratamento com restri¢do hidrica, o clone I-144 apresentou menor relagdo parte

aérea raiz, sendo uma possivel estratégia de otimizagao de aquisi¢ao de agua.

e O tratamento com deficiéncia hidrica promoveu aumento nos teores de aldeido
maldnico em ambos os clones avaliados, sendo esse aumento mais significativo no

clone GG100, indicando sua maior sensibilidade a restri¢cao hidrica.

e Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a maior tolerdncia a restricdo
hidrica, normalmente observada em campo para o clone I-144, possa estar ligada ao
maior acimulo de Ca e B nas raizes, o que pode favorecer vérios processos
antiestresse na planta. Porém sdo necessdrios estudos mais aprofundados para

confirmar esses efeitos positivos.
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