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DESEMPENHO DE CLONES DE EUCALYPTUS SOB DIFERENTES CONDIGOES
AMBIENTAIS NO CAMPO E EM CASA DE VEGETAGAO

RESUMO - O estresse hidrico € um dos principais fatores que limitam a
produtividade e alteram a adaptacdo de espécies florestais no mundo. Apesar de
espécies de eucalipto possuirem boa capacidade adaptativa, os riscos inerentes de
vulnerabilidade climatica implicardo na selegdo genética e direcionamentos
adequados para as regidbes de plantio. Assim, um programa de melhoramento
florestal deve considerar a interagdo genoétipo x ambiente, uma vez que sua
existéncia exige do melhorista um estudo detalhado do comportamento dos
gendtipos nos diferentes ambientes, por meio da analise de adaptabilidade e
estabilidade. Sendo o tempo um dos grandes desafios para os melhoristas florestais,
a adogao de procedimentos que permitam antecipar a identificacdo de gendtipos
produtivos e tolerantes ao déficit hidrico € desejavel. Logo, a insergao de avaliagbes
biométricas e fisiolégicas na fase jovem das plantas, com vista a encontrar relagées
com a produtividade frente a restricdo hidrica, pode ser relevante nos programas de
melhoramento com eucalipto; ou de outro modo, pode se tornar indispensavel nas
estratégias dos melhoristas, tendo em vista o cenario de mudangas climaticas que
podera afetar a adaptagdo dos gendtipos nos plantios de eucalipto em todo o
mundo. O objetivo geral do presente trabalho foi estudar a interagdo G x A de clones
de Eucalyptus em diferentes locais e idades, consequentemente verificar a
adaptabilidade e estabilidade dos gendtipos e, além disso, avaliar caracteristicas
biométricas e fisiolégicas em diferentes regimes de irrigacéo na fase de mudas, em
condigbes controladas, a fim de averiguar a possibilidade de correlacionar os
resultados obtidos com o desempenho no campo. Foram avaliados 11 clones de
eucalipto, em 11 locais no territdrio brasileiro e, aplicados métodos de avaliacbes em
conjunto para o estudo da interagdo G x A, incorporando o carater diametro a altura
do peito e variaveis climaticas. Em casa de vegetagdo, foram avaliadas
caracteristicas biométricas e fisioldgicas utilizando diferentes abordagens. Os
resultados obtidos nesse estudo permitem uma clara visdo da dindmica das
diferentes normas de reagbes dos gendtipos de Eucalyptus ao longo do tempo no
Brasil. Além disso, permitem estabelecer limites em que ambientes sdo semelhantes
ou extremamente contrastantes em que a temperatura mostrou-se a variavel
climatica mais influente na divisdo e agrupamento dos locais. Na casa de vegetagao,
os clones apresentaram processos diferentes para lidar com o déficit hidrico, assim
como o padrado de alocacdo de biomassa entre os compartimentos da planta. Os
resultados obtidos sob condicdo controlada condizem parcialmente com as
observagcbes em campo, no entanto, permitiram tracar, com moderado nivel de
compreensao, algumas peculiaridades a respeito da variabilidade genética na
fisiologia de nove gendtipos de eucalipto oriundos de selegdo em programas de
melhoramento. Assim, ensaios complementares podem ser elaborados para detectar
diferengas morfologicas e fisioldgicas entre gendtipos frente a condigbes
diferenciadas de disponibilidade hidrica, de modo a selecionar os tolerantes a seca e
recomenda-los para as fases iniciais de implantacao e crescimento.

Palavras-chave — andlise multivariada, BLUP, correlagdo genética, fator analitico,
melhoramento florestal, mudas de eucalipto.



PERFORMANCE OF EUCALYPTUS CLONES UNDER DIFFERENT
ENVIRONMENTAL CONDITIONS IN THE FIELD AND GREENHOUSE

ABSTRACT - Water stress is one of the main factors responsible for limiting
productivity and changing the adaptation of forest species in the world. Although
planted eucalyptus forests have good adaptive capacity, the inherent risks of climate
vulnerability will imply genetic selection and proper directions for the planting regions.
In this sense, a forest improvement program should consider the genotype x
environment interaction, since its existence requires the breeder to a detailed study
of the behavior of individuals throughout the environments, through the analysis of
adaptability and stability. In view of the time as one of the great challenges for the
forest improvers, the adoption of procedures that allow to anticipate the identification
of productive genotypes and tolerant to the water deficit is desirable. Therefore, the
insertion of biometric and physiological evaluations in the young phase of the plants,
in order to find relationships with genotype productivity against water restriction, may
be relevant in breeding programs with eucalyptus; or otherwise, may become
indispensable in the strategies of the breeders in view of the alarming scenario of
climate change that may affect the adaptation of genotypes to eucalyptus plantations
around the world. The general objective of the present work was to study the G x A
interaction of Eucalyptus clones at different sites and ages, thus verifying the
adaptability and stability of the genotypes and, in addition, to evaluate biometric and
physiological characteristics in different irrigation regimes in the seedling stage,
under controlled conditions, in order to investigate the possibility of correlating the
observations obtained with the performance in the field. For this, 11 clones were
evaluated in 11 sites in the Brazilian territory, and joint evaluation methods were
applied for the study of the interaction G x A, incorporating the character diameter to
the breast height and climatic variables. In greenhouse, biometric and physiological
characteristics were evaluated using different approaches. The results obtained in
this study allow a clear view of the dynamics of the different norms of Eucalyptus
genotypes reactions over time in Brazil. In addition, they allow to establish limits in
which environments are similar or extremely contrasting in which the temperature
proved to be the most influential climatic variable in the division and grouping of the
places. In the greenhouse, the clones presented different processes to deal with the
water deficit, as well as the pattern of biomass allocation between the compartments
of the plant. The results obtained under controlled conditions partially correspond to
observations of the genotypes in the field however they allowed to draw, with
moderate level of understanding, some peculiarities regarding genetic variability in
the generation of nine eucalyptus genotypes from selection in breeding programs.
Thus, complementary tests can be designed to detect morphological and
physiological differences between genotypes versus differentiated conditions of water
availability, in order to select drought tolerant genetic materials and recommend them
for the initial stages of implantation and growth.

Keywords - eucalyptus seedlings, BLUP, factor analytic, forest improvement, genetic
correlation, multivariate analysis



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUGAO

Eucalyptus € um dos géneros de arvores florestais mais ampla e
comercialmente importante plantado no mundo (Booth et al., 2015). Espécies deste
género formam a base das florestas comerciais no Brasil. Isto se deve a satisfatoria
adaptacao ao clima e solo do territério brasileiro, além da ampla possibilidade de
usos da madeira per se e produgao de esséncias (ABRAF, 2013). A area de plantios
florestais no Brasil atinge cerca de 7,84 milhdes de hectares, deste total, 72,3% ¢é da
cultura de Eucalyptus, totalizando uma area de 5,67 milhdes de ha (Iba, 2017).
Deste montante, mais de quatro milhdes de hectares (72%) estdo localizados na
zona de clima tropical do Brasil (segundo a classificagdo de Alvares et al. (2013)).
Os plantios sdo constituidos geneticamente, na maioria, de clones de hibridos
originados a partir de cruzamentos estratégicos por meio do melhoramento genético.
Busca-se nesses cruzamentos, a recombinag¢ao de caracteristicas desejaveis com o
objetivo final de obter florestas clonais uniformes, mais eficientes e que atendam as
especificidades tecnoldgicas almejadas pelo setor de interesse. Porém, o constante
crescimento da produtividade do eucalipto no Brasil reduziu nos ultimos anos
(Gongalves et al.,, 2013). Isto se deve em parte a natural redugdo de ganhos
genéticos com a sele¢do, mas principalmente devido ao atual cenario das mudangas
climaticas, que vém alterando a produtividade e a adaptacao das florestas tropicais
(Feng et al., 2018; Slot e Winter, 2016).

Apesar das florestas plantadas de eucalipto possuirem boa capacidade
adaptativa, ha riscos inerentes de vulnerabilidade climatica, o que implicara na
selecdo genética e direcionamento adequados para as regides de plantio (Booth,
2013). O aumento da temperatura e da intensidade do déficit hidrico s&o os
principais estressores climaticos associados a reducao da produtividade primaria
liguida das florestas tropicais (Clark et al., 2013). De fato, o numero de eventos de
mortalidade em florestas de eucalipto desde o inicio do século XX tem sido
relacionado a combinacdo da seca e ondas de calor (Booth et al., 2015). Uma

consequéncia imediata da alteracdo das mudancgas climaticas € o aumento da



concentracao de CO2 na atmosfera (IPCC, 2014; Moss et al., 2010), o qual podera
estimular o crescimento das florestas (Allen et al.,, 2015), porém, esta suposigcao
pode nado ser valida (Van Der Sleen et al., 2015). De qualquer maneira, é
evidenciado o aumento da eficiéncia no uso da agua nas florestas tropicais (Van Der
Sleen et al., 2015), uma vez que o aumento da concentragdo de CO: eleva a taxa de
assimilagao liquida (A) e reduz a condutancia estomatica (g5). Deveras, em espécies
de eucalipto, sob condi¢cbes controladas, foi observado aumento de 29% em A, ao
mesmo tempo em que houve redugédo de 13% na g, e, como resultado, a eficiéncia
no uso da agua aumentou 57% (Aspinwall et al., 2018).

Tudo isso sugere a necessidade de obtencao de gendtipos mais eficientes no
uso da agua e tolerantes aos estresses abidticos e aos efeitos impactantes das
mudancas climaticas. Considerando o tempo como um desafio indispensavel para
os programas de melhoramento florestal, diante deste cenario, os gendtipos
selecionados devem contemplar a sensibilidade de futuras alteragbes climaticas e,
evitar que gendtipos adaptados a uma regido nao mais o seja (Gray et al., 2016).
Por isso os desafios para os melhoristas florestais sdo grandes e, o sucesso
dependera da obtengdo de gendtipos com bom desempenho em termos de
produtividade e qualidade ao longo de multiplas condigdes ambientais (Malosetti et
al., 2013). Com isso, o entendimento da expressao fenotipica, numa determinada
idade, como resultado cumulativo de interagdes casuais entre o gendtipo e o
ambiente onde estd situado, é de suma importancia para as estratégias de
melhoramento. Isto remete ao conceito da interacdo gendtipo x ambiente (G x A)
como sendo a diferenga na resposta de dois ou mais gendtipos a uma dada
mudanca, ou um conjunto de mudangas no ambiente (Mather e Caligari, 1976).

A interacdo G x A é uma questao que todo melhorista deve considerar antes
de fazer decisbes de implantagdes, como sua presenca pode resultar em diferentes
classificagbes de gendtipos entre os locais ou ambientes avaliados, ela mostra a
falta de consisténcia no desempenho dos gendtipos (Gezan et al.,, 2017). Neste
contexto, o programa cooperativo sobre Tolerancia de Eucalyptus Clonais aos
Estresses Hidrico, Térmico e Bidtico (TECHS), elaborado de forma conjunta por
varias instituicdes de pesquisa e empresas florestais, busca usar os conhecimentos
adquiridos ao longo da ultima década nas areas de silvicultura, melhoramento e



protecdo para melhor caracterizar os principais estresses abibticos e bidticos a
eucaliptocultura, e verificar como distintos gendtipos se comportam frente a
diferentes ambientes ou locais (Stape et al., 2014). O programa TECHS possui uma
rede experimental com 36 sitios (do norte do Para até o Uruguai), composto por 18
clones de Eucalyptus distribuidos em regides tropicais e subtropicais (ver Binkley et
al. (2017)). Dentre as questdes levantadas pelo TECHS estdo: i) Qual a magnitude
da interagdo G x A para as variaveis ecofisiolégicas e para a produtividade final? ii)
Que mecanismos ecofisioldgicos tém os clones mais adaptados ao estresse hidrico?

A selegao de clones com boas caracteristicas silviculturais e tecnoldgicas é o
objetivo primordial dos programas de melhoramento com Eucalyptus no Brasil
(Nunes et al., 2015). As questbes levantadas pelo programa TECHS levam a
necessidade de um estudo acerca da interacdo G x A, assim como da
adaptabilidade e estabilidade dos gendtipos de Eucalyptus a fim de realizar a
selecdo de maneira correta ao longo dos ambientes. Além disso, € necessario
avaliar e entender os mecanismos fisiolégicos acerca da tolerancia ao estresse
hidrico, a fim de buscar caracteristicas importantes que possam auxiliar a selecao de
gendtipos com bom desempenho quando sujeitos a baixa disponibilidade hidrica ou
periodos prolongados de seca. Neste sentido, gendtipos de Eucalyptus sujeitos ao
déficit hidrico sob condi¢gdes controladas, demonstraram redugédo no crescimento e
na producdo de biomassa, o padrdo de alocacdo de carbono entre as partes da
planta, diminuicdo da atividade fotossintética e do potencial hidrico, mudangas em
caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas em diferentes niveis e padrbes (Barradas
et al., 2018; Gindaba et al., 2004; Mendes et al., 2013; Merchant et al., 2007; Ngugi
et al., 2004; Silva et al., 2016; Vellini et al., 2008).

As caracteristicas funcionais das plantas mudam de acordo com a ontogenia,
0 que pode acarretar em nao correspondéncia dos resultados obtidos em diferentes
idades (Cornelissen et al., 2003; Mediavilla e Escudero, 2003). No entanto,
recomendado com certa cautela, os resultados baseados em caracteristicas
morfofisioldogicas obtidos em plantas jovens ou na fase de mudas podem ser
extrapolados para a idade adulta (Cornelissen et al., 2003; Hartmann et al., 2018;
Poorter et al., 2016).



O objetivo geral do presente trabalho foi estudar a interagdo G x A de clones
de Eucalyptus em diferentes locais e idades, consequentemente verificar a
adaptabilidade e estabilidade dos gendtipos e, além disso, avaliar caracteristicas
biométricas e fisiolégicas em diferentes regimes de irrigacéo na fase de mudas, em
condigbes controladas, a fim de averiguar a possibilidade de correlacionar as

observacgdes obtidas com o desempenho no campo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O melhoramento genético de eucalipto no Brasil

Os estudos cientificos sobre a cultura do eucalipto no Brasil comegaram no
inicio do século XX, tendo passado por diversas etapas e desafios até os dias
atuais, incluindo desde a busca por espécies que se adaptassem ao territério
brasileiro e que conferissem caracteristicas étimas para a obtengao do produto final
junto aos consumidores (que a principio era norteado pelo setor ferroviario), até a
almejada homogeneidade nos plantios (Ferreira e Santos, 1997). Em meados do
século XX, os programas de melhoramento ja intensificavam suas atividades com o
objetivo de selecionar arvores superiores e no desenvolvimento e certificagédo de
sementes melhoradas. A atual configuragdo dos plantios de eucalipto no Brasil se
baseia na propagacdo clonal de espécies e hibridos, devido a uniformidade
propiciada aos plantios comerciais e a garantia de elevados e consecutivos ganhos
genéticos durante os ciclos de selecéo.

Nos ultimos anos houve reducao na intensidade da expansao de areas com a
cultura do eucalipto no Brasil, devido a competicdo com outras culturas de
importancia agronémica e também ao aumento do custo de produgdo de madeira,
fatos que realgam a importancia do melhoramento florestal a fim de aumentar a
produtividade por meio do ganho genético com a selegao de individuos superiores
(Castro et al., 2016). Por isso, é importante a estrutura e composigdo genética da
populacdo de melhoramento, de modo que contenham alelos favoraveis e

expressem de maneira satisfatéria as caracteristicas desejaveis nas geragdes



vindouras (Cruz et al., 2012). Para isso, é de suma relevéancia a ado¢cdo de métodos
com elevada acuracia na determinagao do valor genético dos individuos, de modo a
elevar o ganho genético por tempo de selegao.

Além da abordagem tradicional, com inferéncias realizadas com base no
fendtipo, estudos gendmicos atualmente tém sido utilizados em auxilio ao
melhoramento genético. A selecdo gendmica ampla (GWS) e os estudos de
associagdo gendmica (GWAS) tém apresentado alta acuracia, explicando grande
proporcdo da herdabilidade de caracteristicas quantitativas e, além disso,
associando regides do genoma do eucalipto com algumas caracteristicas de
interesse (Muller et al., 2017; Resende et al., 2012; Resende et al., 2017). A GWS
diferentemente do BLUP tradicional explora a segregagdo mendeliana que ocorre
durante o processo de formagado dos gametas, pois utiliza a matriz de parentesco
realizada (via marcadores) e ndo somente uma matriz de parentesco médio
associada ao pedigree (Resende et al., 2008).

Muitos trabalhos relatam a possibilidade de ganho genético com a selegéo,
tanto para caracteristicas de crescimento quanto para propriedades da madeira
(Chen et al., 2018; Hodge e Dvorak, 2015; Pinto et al., 2014; Rocha et al., 2006; Van
den Berg et al., 2017; Wu et al., 2012). Além das caracteristicas de crescimento e
propriedades da madeira, a tolerancia aos estresses bidticos e abidticos tém sido
relevantes para agregarem valor aos gendtipos melhorados. Otto et al. (2016)
utilizaram parametros fisiolégicos e avaliaram as respostas de clones de eucalipto
submetido a regimes de irrigacdo contrastantes, isto €, com menor e maior volume
de agua e atestaram diferentes comportamento dos clones entre os regimes. Esta
informacdo, juntamente com relatos na literatura, sugere o uso de paréametros
fisiologicos nas estratégias de melhoramento com eucalipto a fim de selecionar
gendtipos mais adaptados as condigdes de seca. Ademais, tém sido identificados
genotipos mais tolerantes ao estresse hidrico em experimentos com mudas de
eucalipto (Silva et al., 2016; Vellini et al., 2008), os quais podem ser submetidos as
etapas subsequentes de avaliagdes de campo com vista a confirmar a superioridade
desses gendtipos e, por fim inseri-los nos programas de melhoramento.

A selecdo de clones com caracteristicas silviculturais e tecnoldgicas
favoraveis € o principal objetivo dos programas de melhoramento com Eucalyptus no



Brasil (Nunes et al., 2015). Ao longo dos anos, o melhoramento florestal contribuiu
com grande parcela para o desenvolvimento de gendtipos com alto desempenho
produtivo e qualitativo (Gongalves et al., 2013). Os objetivos gerais de um programa
de melhoramento genético florestal, com base na hibridagdo e clonagem, é gerar,
introduzir e selecionar, de maneira continua, clones hibridos de eucalipto adaptados
as condigbes edafoclimaticas da regido de plantio e que possam proporcionar
melhoria continua de produtividade e qualidade da madeira (Fonseca et al., 2010).
Um fator extremamente importante a se considerar num programa de
melhoramento genético é a interacdo gendtipo x ambiente (G x A). Para isso, 0s
gendtipos sao avaliados em experimentos multi-ambientes, com posterior analise da
existéncia e magnitude da interacdo gendtipo x ambiente (caso exista) e
caracterizado quanto a adaptabilidade e estabilidade. A interacdo G x A é devida ao
fato do fenétipo observado no individuo ser resultado da constituicdo genética e das
condigbes ambientais (Malosetti et al., 2013). Logo, o efeito da interagdo deve ser
considerado em qualquer estratégia de melhoramento, pois ha gendtipos que serao
melhores ou piores que outros num conjunto de ambientes especificos (Gezan et al.,
2017), fato que guiara a selegdo e a correta recomendagédo de gendtipos para

plantio.

2.2. O estresse hidrico

Conforme previsdes, e como observado nos ultimos anos, a intensidade e a
duracdo dos periodos de seca tendem a aumentar em muitas regides tropicais e
subtropicais (IPCC, 2014; Solomon et al, 2009). O déficit hidrico é uma
preocupagado constante dentro de qualquer sistema de produgdo agricola, pois a
agua é um fator ambiental limitante para que as culturas agrondmicas e florestais
atinjam seu maximo potencial produtivo.

O estresse hidrico e o aumento da temperatura sao responsaveis pela
reducdo do crescimento das arvores em florestas tropicais, onde evidencia-se
diminuigao no estoque de carbono nessas regides (Feng et al., 2018) visto que, mais
da metade do carbono assimilado na fotossintese é perdido durante o processo de

respiracdo. O balanco entre fotossintese e respiracao ¢é vital para o crescimento e



manutencao das arvores, contudo, em condicdes de estresse hidrico este balanco
pode se alterar (Flexas et al., 2006). Tudo isto € acompanhado por um declinio do
potencial hidrico, em que, para reduzir a perda de agua pela transpiragdo, as
arvores fecham os estématos, porém, ao custo da reducido da assimilagdo de CO2
(Zhou et al., 2013), além disso, acarreta na inibicdo da atividade da enzima ribulose-
1,5-bisfosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco) (Galmés et al., 2013).

As respostas das plantas ao déficit hidrico resultam em uma série de
alteragdes fisiolégicas, tais como, redug¢ao no conteudo relativo de agua, diminuigao
do potencial hidrico, perda do turgor foliar, fechamento de estdmatos, reducdo da
expansédo celular, condutividade hidraulica e acumulo de carboidratos (Brodribb et
al., 2003; Hsiao e Xu, 2000; Maguire e Kobe, 2015; Salazar-Tortosa et al., 2018;
Santiago et al., 2018). Estas alteragdes refletem nas caracteristicas morfologicas
das folhas, as quais respondem de acordo com um gradiente de aridez como
resultado do ajustamento de processos fisioldgicos (Guo et al., 2017). A area foliar
(diretamente relacionada com a produgao devido a fotossintese ser proporcional a
mesma) é reduzida sob estresse hidrico, tanto pelo tamanho quanto pelo numero de
folhas, pela diminuicdo do crescimento e numero de ramos, como evidenciado em
estudos com eucalipto (Mendes et al.,, 2013). O ajustamento elastico e osmético
como resultado da alteragcdo na concentracdo de acgucar, assim como a ativacao de
mecanismos antioxidantes sao outras adaptagbes morfo-fisiologicas (além das
supracitadas) consideradas importantes em Eucalyptus sujeitas ao estresse hidrico
(Hodecker et al., 2018).

A fim de fornecer uma fonte de energia, sacarose é transportada das folhas
para caules, estruturas reprodutivas e raizes (Ruan et al.,, 2010). A clivagem da
sacarose ocorre pela agado das enzimas invertase (Inv) e a sacarose sintase (SuSy),
o qual ocorre na presenga de UDP-glicose e frutose, resultando em glicose e frutose,
visto que a Inv realiza a clivagem numa extensdo maior que a SuSy (Roitsch e
Gonzalez, 2004; Ruan et al., 2010). A redugdo na expressado da Inv parece ser
comum sob condigdes de estresses abidticos e relacionados a mudanga hormonal,
desequilibrio de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), senescéncia e morte
programada da célula (Ruan et al., 2010), fato que pode explicar o maior acumulo de
agucares soluveis (sacarose) nas folhas de gendtipos de Eucalyptus sensiveis a



seca crescendo em locais umidos e passarem por periodo prolongado de déficit
hidrico (Hodecker et al., 2018). Os estoques de carboidratos realizados pelas
plantas sao inversamente relacionados com a tolerancia a desidratagcao e, portanto,
com a resisténcia a cavitagéo (Pratt e Jacobsen, 2017). Isto se deve ao fato das
plantas converterem agucares de cadeia complexa (amido e frutanos) em agucares
simples de modo a realizar o ajuste osmético, manter o turgor celular e fornecer
energia para reagdes metabdlicas para lidar com o estresse abidtico (Hodecker et
al., 2018; Ruan et al., 2010; Sevanto et al., 2014). Espécies arboreas apresentaram
declinio no teor de prolina e aumento de agucares soluveis ao longo do gradiente de
aridez (Guo et al., 2017), o que esta relacionado a capacitar as células a manter o
turgor, permitindo assim altos niveis de teor de agua a serem sustentados enquanto
o potencial osmoético celular decresce sob condigbes de déficit hidrico (Chandra
Babu et al., 2001; Chaves et al., 2003; Sevanto et al., 2014).

A disponibilidade hidrica reflete em comportamentos diferentes entre
gendtipos de Eucalyptus em condigdes de campo, onde plantas submetidas a maior
quantidade de agua sao mais sensiveis ao aumento do déficit de pressdo de vapor
(Otto et al., 2016), assim como em avaliagdes precoces e sob condigdes controladas
(Silva et al., 2016; Vellini et al., 2008). Além disso, deve-se considerar o efeito de
interacdo G x A, uma vez que as diferentes condicbes climaticas de cultivo
promovem alteragdes nas respostas frente ao déficit hidrico. Isto vem acarretando
em comportamento diferenciado de clones comerciais de Eucalyptus no territério
brasileiro (Binkley et al., 2017). Logo, a insercdo de avaliagdes fisiolégicas com vista
a encontrar relagées com a produtividade dos gendtipos frente a restricao hidrica

pode ser relevante nos programas de melhoramento.

2.3. Interacao G x A e andlises de adaptabilidade e estabilidade

O fendtipo de um determinado carater é resultante da combinagao de efeitos
genotipicos e do ambiente. Os efeitos genotipicos, na expressado do fenétipo, podem
ser evidenciados, por exemplo, quando é realizado um plantio de espécies,
variedades ou procedéncias distintas em condigdes ambientais semelhantes e

utilizando os mesmos recursos do meio, resultam em plantas com caracteristicas



tipicas de cada grupo pertencente. Os efeitos ambientais, por sua vez, s&do vistos
como exemplo tipico, as respostas fenotipicas diferenciadas na avaliacéo de plantas
geneticamente idénticas (clones) submetidas a ambientes distintos.

No entanto, na maioria das vezes, acrescentando aos efeitos mencionados,
ha a participagdo de um efeito “extra” conhecido como interagdo gendtipo x
ambiente (G x A), que compreende a diferengca na resposta de dois ou mais
gendtipos a uma dada mudanga, ou um conjunto de mudangas, no ambiente (Mather
e Caligari, 1976). Este efeito € muito importante em programas de melhoramento
genético, uma vez que na ocorréncia da interagcdo G x A o desempenho de um
conjunto de genotipos em um ambiente pode n&o ser informativo para o
desempenho dos mesmos gendtipos em outro ambiente (Malosetti et al., 2013).

A existéncia da interacao G x A, exige do melhorista um estudo detalhado do
comportamento dos individuos e dos ambientes, a partir da andlise de
adaptabilidade e estabilidade, que pode ser utilizada na divisdo de regides alvos em
mega-ambientes (Yan, 2016). Mega-ambientes consistem de ensaios e condigdes
que expressam respostas fenotipicas comparaveis em certos grupos de gendtipos
(Van Eeuwijk et al., 2016). Com isso, é possivel relacionar e identificar padrdes de
similaridade de respostas dos gendtipos frente aos ambientes em que foram
analisados, o que pode ser utilizado na tomada de decisdes e otimizacdo de
recursos num programa de melhoramento.

As estratégias utilizadas para descrever e entender a interagdo G x A séo
mais fortemente dependentes de parametros estatisticos do que conceituacoes
biolégicas (Malosetti et al., 2013). As decisdes se baseiam em dados de uma série
de ensaios comparativos conhecidos como ensaios multi-ambientes (METS),
conduzidos em varios locais e avaliados em diferentes idades (Smith et al., 2001).
Os métodos para avaliar a interacdao G x A em METs compreendem em diferentes
abordagens: i) Métodos baseados em ANOVA, em que a variancia total dos dados é
particionada em fontes devido a gendtipos, ambientes e variagdes residuais como
componente da interacdo G x A e o erro dentro de ambiente. A medida de
estabilidade nestes modelos se baseia em fungdes dependentes dos residuos (Lin et
al., 1986); ii) Métodos baseados em regressao, em que apds o ajuste do modelo de

regressédo a medida de estabilidade e adaptabilidade dos gendtipos podem ser
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obtidas por meio da média, da resposta linear dos gendtipos nos ambientes e dos
desvios de regressdo para cada genodtipo (Eberhart e Russell, 1966; Finlay e
Wilkinson, 1963); iii) Métodos baseados em anadlise de componentes principais
(ACP) em residuos residuais do modelo ANOVA “two-way” e visualizagdo em biplots
(Kempton, 1984); iv) Métodos n&o paramétricos utilizado quando os dados ndo se
adequam a uma distribuicdo de probabilidade, permitindo facil interpretacdo nos
parametros estimados (Lin e Binns, 1988); v) Método AMMI (“Additive Main effects
and Multiplicative Interaction”), que € uma modificacdo do método anterior e permite
visualizar as relagbes entre gendtipos e ambientes, uma vez que combina
componentes aditivos para os efeitos principais (genotipos e ambientes) e
componentes multiplicativos para os efeitos da interagdo G x A (Gauch Jr, 1992); vi)
Andlise GGE biplot, que consiste em um conjunto de métodos de interpretagao de
biplots através do quais questdes importantes a respeito da avaliagdo dos gendtipos
e ambientes de teste podem ser visualmente interpretados (Yan et al., 2000; Yan et
al., 2007); vii) Métodos com abordagem de modelos mistos, os quais permitem
acomodar estruturas de variancias para G x A, correlacdes entre as interagcdes G x A
e estruturas apropriadas para os residuos em ensaios individuais (Smith et al.,
2001).

Um aspecto importante da utilizagdo de modelos mistos no melhoramento é a
consideragcao dos efeitos de gendtipos e interacdo G x A como aleatorios, 0 que
permite realizar as predi¢ées de valores genéticos via BLUP (“Best Linear Unbiased
Prediction”) (Piepho, 1994). Adicionalmente, esses modelos permitem acomodar
estruturas genotipicas e residuais com variancias heterogéneas e covariancias entre
locais e mostraram-se superiores aqueles que consideram homogeneidade de
variancias e sem correlagdes entre locais para METs (Hu et al., 2013; Resende e
Thompson, 2004). Ademais, influenciam a estabilidade do ranqueamento dos
genotipos ao longo dos ambientes (Hu et al., 2014), interferindo nas interpretacoes
dos resultados de estudos acerca da interacdo G x A, consequentemente, de
adaptabilidade e estabilidade de gendtipos. Isto pode acarretar problemas na
selecdo de gendtipos e definicbes de mega-ambientes. Uma grande vantagem
desses modelos na analise de experimentos florestais, além daqueles citados, é o

fato de permitirem o ajuste de dados longitudinais, o que é importante devido as
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constantes mortalidades das arvores ao longo do tempo, ou seja, permitem
considerar o efeito de cada idade individual assim como a correlagéo entre elas. Isto
€ importante na medida em que considerar a mortalidade como n&o aleatéria reduz
o viés das estimativas dos parametros (Apiolaza et al., 2000). Tudo isso implica em
maior aproximagao das estimativas dos valores genotipicos com o verdadeiro.

Um método difundido na Australia e que vem sendo utilizado no estudo da
interacdo G x A no mundo é a Analise de fator analitico sob modelo multiplicativo
misto (FAMM) (Smith et al., 2015). O método FAMM permite estruturas com
heterogeneidade de variancias e correlagbes entre locais e idades, acomodar
variagdo espacial dentro de ambientes, ajustar dados desbalanceados, considerar
efeito de interacdo gendtipo x ambiente como aleatério, levando a melhores
predicbes, e, num Uunico modelo de efeito misto aborda parametros de
adaptabilidade e estabilidade (Smith et al., 2001).

O método FAMM tem sido utilizado para obtencao da matriz de covaridncias
de modo reduzido (retendo-se apenas alguns fatores no modelo), o qual se
aproxima da matriz de covaridncias multivariada nao estrutura (UN), portanto,
considerado um modelo parcimonioso (Resende e Thompson, 2004; Smith et al.,
2015). Alguns estudos aplicaram uma analise de fatores sob a matriz multivariada
UN, de modo a reduzir a dimensdo dos dados e poder interpretar numa analise
grafica, por exemplo, por meio da analise de GGE biplot (Garbuglio e Ferreira, 2015;
Nuvunga et al., 2015; Peixouto et al., 2016). Esta abordagem permite explicar
grande proporgdo das covariancias com apenas algumas variaveis latentes
denominadas fatores. Estes, por sua vez, podem ser associados a variaveis
climaticas ou processos que explicam as variagcdes dos ambientes num modelo
multivariado aplicado em METs (Garbuglio e Ferreira, 2015; Peixouto et al., 2016).
Por fim, o método FAMM mostrou-se factivel e vantajoso em METs com espécie
arbérea (Smith e Cullis, 2018).

As informacgdes obtidas nos estudos de adaptabilidade e estabilidade podem
ser aplicadas para varias relagdes de interagdo, gendtipo x local, gendtipo x ano,
gendtipo x local x ano. Uma vez que ha significancia estatistica nestes efeitos, pode-
se admitir que os gendtipos avaliados apresentam respostas diferenciadas quando

testados nos diferentes ambientes. Novos gendtipos liberados para plantio comercial
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devem conter informagdes de interagdo gendtipo x ambiente e de estabilidade,
inclusive com indicagao de sua adaptagao especifica e/ou geral.

Estudos de interagao gendtipo x ambiente no melhoramento florestal, também
tém sido realizados com diferentes propésitos, tais como: objetivos intrinsecos as
propriedades quimicas da madeira (Makouanzi et al., 2018; Sykes et al., 2006); na
avaliagao do risco inerente ao movimentar genétipos adaptados a uma regidao para
outra com diferente disponibilidade de agua e variacdo de temperatura (Gray et al.,
2016); utilizados como fontes de germoplasma para trabalhos futuros (Brawner et
al., 2013); verificagdo da estabilidade temporal dos gendétipos comparando diferentes
metodologias de analise de estabilidade e adaptabilidade (Gouvéa et al., 2011);
selecao simultdnea quanto a produgao, adaptabilidade e estabilidade (Castro et al.,
2018; Oliveira et al., 2018; Rosado et al., 2012; Santos et al., 2015), entre outros.
Portanto, estudos detalhados que avaliam a interagdo gendtipo x ambiente no
contexto do estresse hidrico, podem possibilitar verificar a magnitude e a
compreensao da variagao do desempenho dos gendtipos sob as diversas condigdes.
Dessa forma, a discriminagdo adequada dos gendtipos e dos ambientes afins, pode
ser utilizada em estratégias de selegao para obtengao de gendtipos adequados para

determinadas localidades.
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CAPITULO 2 - Adaptabilidade e estabilidade de genétipos de Eucalyptus numa
sequéncia de idades ao longo de um gradiente ambiental no

Brasil

RESUMO - Nos proximos 30 anos, dado o aumento previsto da populacao, a
demanda por madeira, para diferentes usos, devera aumentar cerca de 35% em
relacdo a demanda atual. No entanto, os ganhos genéticos com a selegdo em
programas de melhoramento florestal no Brasil tornaram-se menos expressivos em
relagdo aos obtidos em décadas passadas e a produtividade do eucalipto tem sido
reduzida nos ultimos anos. A causa principal dessa redug¢ao pode ser atribuida as
variagbes climaticas que, segundo estudos, vem limitando a produtividade e
alterando a adaptagdo das espécies florestais. Neste sentido, o objetivo deste
trabalho foi estudar a interagdo gendtipo x local x idade em ensaio multi-ambientes
com clones de eucalipto; verificar a adaptabilidade e estabilidades dos gendtipos e,
por fim, identificar mega-ambientes formados ao longo do tempo, assim como a
influéncia de variaveis climaticas na performance dos gendtipos. Foi realizada a
medicdo do didmetro a altura do peito em &arvores de clones comerciais de
Eucalyptus, os quais foram submetidos a analise de fatores sob um modelo
multiplicativo misto, em associacdo com as analises de GGE biplot e arvore de
regressdo multivariada utilizando variaveis climaticas. Observou-se a formacao de
trés mega-ambientes ao longo do tempo, separados por um gradiente de latitude. Ha
interacdo G x A significativa, assim como gendtipos com diferentes normas de
reagao ao longo dos locais e idades. A integragao entre os métodos permite uma
analise detalhada a respeito da adaptabilidade e estabilidade de gendtipos. Os
resultados obtidos nesse estudo permitem uma clara visdo da dindmica das
diferentes normas de reagbes dos gendtipos de Eucalyptus ao longo do tempo no
Brasil. Além disso, permitem estabelecer limites em que ambientes sao
aproximadamente semelhantes ou extremamente contrastantes. A temperatura
mostrou-se a variavel climatica mais influente na divisdo e agrupamento dos locais
seguidos por um gradiente latitudinal, o qual reflete na redugdo da produtividade,
independentemente da idade avaliada. Estes resultados podem auxiliar futuros
estudos na regiao tropical frente as mudancgas climaticas e auxiliar programas de
melhoramento florestal a lidar com o efeito das alteragdes do clima na produtividade
do eucalipto durante o desenvolvimento de suas estratégias de selegao.

Palavras-chave: AIREML, correlagdo genética, interagdo G x A, melhoramento
florestal, mudancas climaticas e normas de reacéao.



23

CHAPTER 2 - Adaptability and stability of Eucalyptus genotypes in a sequence

of ages along an environmental gradient in Brazil

SUMMARY - In the next 30 years, given the expected increase in population, the
demand for wood for different uses is expected to increase about 35% in relation to
current demand. However, genetic gains from selection in forest breeding programs
in Brazil have become less significant than those obtained in previous decades, and
eucalyptus productivity has been reduced in recent years. The main cause of this
reduction can be attributed to climatic variations that, according to studies, have been
limiting productivity and altering the adaptation of forest species. In this sense, the
objective of this work was to study the genotype x local x age interaction in multi-
environment test with eucalyptus clones; to verify the adaptability and stabilities of
the genotypes and, finally, to identify mega-environments formed over time, as well
as the influence of climatic variables on the performance of the genotypes. Diameter
measurements were performed at breast height in Eucalyptus commercial clone
trees, which were submitted to factor analysis under a mixed multiplicative model, in
association with GGE biplot and multivariate regression tree using climatic variables.
It was observed the formation of three mega-environments over time, separated by a
latitude gradient. There is significant interaction G x A, as well as genotypes with
different reaction norms along the sites and ages. The integration between the
methods allows a detailed analysis regarding the adaptability and stability of
genotypes. The results obtained in this study allow a clear view of the dynamics of
the different norms of Eucalyptus genotypes reactions over time in Brazil. In addition,
they allow us to set limits on which environments are roughly similar or extremely
contrasting. The temperature was the most influential climatic variable in the division
and grouping of the sites followed by a latitudinal gradient, which reflects in the
reduction of productivity, independently of the evaluated age. These results can help
future studies in the tropical region in the face of climate change and help forest
improvement programs to deal with the effect of climate changes on eucalyptus
productivity during the development of their selection strategies.

Key words: AIREML, climate change, genetic correlation, G x E interaction, forest
improvement and reaction norms.
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1. INTRODUGAO

O consumo mundial médio per capita de madeira para uso industrial é de

aproximadamente 0,51 m3. ano™

, sendo assim, com o0 aumento populacional a
demanda anual ultrapassara cinco bilhdes de m?® por volta de 2050, o que
representa um acréscimo de 35% (ano base 2015) (FAO, 2017). No entanto, para
atender a crescente demanda, duas alternativas, ndo mutuamente exclusivas, s&o o
aumento da area cultivada e o aumento da produtividade.

O Brasil possui areas de plantios florestais que atingem cerca de 7,84 milhdes
de hectares, dos quais 72,3% sao ocupados com a cultura de eucalipto (Iba, 2017),
0 que se deve a satisfatdria adaptacdo ao clima e solo do territério brasileiro,
traduzindo-se em alta produtividade aliada ao curto ciclo, além disso, permite uma
ampla possibilidade de usos da madeira per se e producédo de esséncias (ABRAF,
2013). No entanto, os ganhos genéticos com a selegdo tornaram-se menos
expressivos em relagdo aos obtidos em décadas passadas (GONCALVES et al.,
2013; IBA, 2015) e a produtividade do eucalipto tém sido reduzida nos dltimos anos
(Iba, 2014, 2015, 2016, 2017), cuja causa principal pode ser atribuida as variagdes
climaticas, que, segundo estudos, vém limitando a produtividade e alterando a
adaptagao das espécies florestais (Booth, 2013; Clark et al., 2013; Feng et al., 2018;
Guo et al., 2017; McKenzie et al., 2018; Slot e Winter, 2016; Vlam et al., 2014; Wu et
al., 2017).

Esses estudos relatam a intensa pressao climatica sobre os gendétipos, o que
afeta a expressao dos genes e, consequentemente, o padréo fenotipico ao longo
dos ambientes e pode acarretar em que individuos adaptados a um local ndo mais o
seja. Assim, plantios em novas areas aumentam os riscos inerentes a produgao
florestal devido a estresses ambientais distintos daqueles aonde os gendtipos foram
selecionados.

Todas estas questdbes devem ser consideradas num programa de
melhoramento de plantas, visto que o sucesso depende do desenvolvimento de
gendtipos com alto desempenho produtivo e qualidade ao longo dos diferentes
ambientes os quais estdo sujeitos (Malosetti et al., 2013). O fendtipo de um

determinado carater € resultante da combinagcdo de efeitos genotipicos e do
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ambiente, por isso, as diferentes classes fenotipicas sao determinadas pelo conjunto
de genes dos individuos. No entanto, um programa de melhoramento florestal deve
considerar a interagdo gendtipo x ambiente, a fim de verificar o comportamento
diferenciado dos gendtipos avaliados, em resposta as variagdes sistematicas e
casuais do ambiente. A existéncia da interagdo gendtipo x ambiente, exige do
melhorista um estudo detalhado do comportamento dos individuos e dos ambientes,
por meio da andlise de adaptabilidade e estabilidade (CRUZ et al.,, 2012; Van
Eeuwijk et al., 2016). Com isso, € possivel relacionar e identificar padrbes de
similaridade de respostas dos gendtipos frente aos ambientes em que foram
avaliados, identificar mega-ambientes e tragar estratégias de melhoramento.

As decisdes acerca de um programa de melhoramento se baseiam em dados
de uma série de ensaios comparativos conhecidos como ensaios multi-ambientes
(METs), conduzidos em varios locais e avaliados em diferentes idades (Smith et al.,
2001). Nesses ensaios, modelos que permitem acomodar estruturas genotipicas e
residuais com variancias heterogéneas e covariancias entre locais mostraram-se
superiores aqueles que consideram homogeneidade de varidncias e sem
correlagdes entre locais para METs (Hu et al., 2013; Resende e Thompson, 2004).
Além disso, influenciam a estabilidade do ranqueamento dos genétipos ao longo dos
ambientes (Hu et al., 2014), interferindo nas interpretagdes dos resultados de
estudos de interagao gendtipo x ambiente e, consequentemente, de adaptabilidade e
estabilidade de gendtipos. Isto pode acarretar problemas na selegao de gendtipos e
definicbes de mega-ambientes. Uma grande vantagem desses modelos na andlise
de experimentos florestais, além daqueles citados, é o fato de permitirem o ajuste de
dados longitudinais, o que é importante devido as constantes mortalidades das
arvores ao longo do tempo, ou seja, permitem considerar o efeito de cada idade
individual assim como a correlacao entre elas. Isto é importante na medida em que
considerar a mortalidade como n&o aleatéria reduz o viés das estimativas dos
parametros (Apiolaza et al., 2000). Tudo isso implica em maior aproximagao das
estimativas dos valores genotipicos com o verdadeiro.

Neste trabalho foi aplicada a andlise de fatores sob um modelo multiplicativo
misto, em associagcdo com as analises de GGE biplot e arvore de regressao

multivariada, com o objetivo de estudar a interagdo gendtipo x local x idade em
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ensaio multi-ambientes com eucalipto. Também verificar a adaptabilidade e
estabilidades dos gendtipos e identificar mega-ambientes formados ao longo do

tempo e a influéncia de variaveis climaticas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizagcao dos experimentos

Os experimentos foram instalados em 11 locais (Tabela 1 e Figura 1),
localizados no territério brasileiro no qual se avaliou o didmetro a altura do peito
(DAP, cm) de 11 clones comerciais (Tabela 2) de Eucalyptus em trés diferentes
idades (Tabela 1): Idade 1 - variando de 13 a 17 meses da data de plantio; Idade 2 —
entre 31 a 34 meses; Idade 3 - compreende plantios com 48 a 53 meses de idade.
Os experimentos estao configurados em parcelas lineares (oito linhas) de 10 plantas
uteis, isto €&, desconsiderando parcela destrutivel (bordadura) e espagamento
3m x 3m.

Os dados climatolégicos foram obtidos junto ao Banco de Dados
Meteoroldgicos para Ensino e Pesquisa (BDMEP) disponibilizados pelo Instituto
Nacional de Meteorologia - INMET (INMET, 2017), que contém estacbes nas
proximidades dos sitios experimentais. O balanco hidrico decendial foi obtido pelo
método de Thornthwaite e Mather (1955), por meio do qual, permitiu realizar as
caracterizagdes dos locais alvos no presente estudo. Os locais e gendtipos utilizados
neste trabalho provém do Programa Cooperativo sobre Tolerancia de Eucalyptus
Clonais aos Estresses Hidrico, Térmico e Bidtico (TECHS), o qual se encontra
detalhado em Binkley et al. (2017).

Neste trabalho sera referido como ambientes a combinagdo locais-idades. E
oportuno expor que a andlise foi realizada em duas etapas: 1) estimativa dos
parametros genéticos, a fim de que pudessem ser obtidos os BLUP’s, a matriz
completa de covariancias genotipicas e seus autovalores e autovetores que foram
utilizados na segunda etapa; 2) andlise sob um modelo de fator analitico

multiplicativo misto e posterior analise de GGE biplot.
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Tabela 1 — Idades na avaliagdo (meses), coordenadas geograficas (Latidude — Lat e
Longitude — Long, em graus) dos locais (numero - nome) e variaveis
climaticas (descricdo abaixo da tabela), de areas experimentais com
clones de Eucalyptus em diferentes regides do Brasil, considerando o
carater didmetro a altura do peito (DAP, cm).

Lat Long Tm Tmx Tmn ATm P TmMQ TmMF PmU PmS DEF EXC
T LOCAL  Meses mm.
Graus °C °C mm mm. mm. ano-1
ano-1

7-CCO 13 -18,02 -50,90 23,0 26,1 20,7 54 1771,9 25,2 20,9 251,3 6,1 295,1 910,1

4 -CEB 15 -19,31 -42,42 22,6 24,6 20,0 4,6 1304,4 24,4 20,1 2141 10,3 212,4 412,8
9-DUE 16 -18,73 -47,92 23,2 26,1 20,5 57 1728,0 254 20,8 2445 16,9 104,9 648,1
33-DUR 17 -23,85 -48,70 19,6 23,6 15,9 7.8 1390,3 21,9 16,3 208,0 1.1 24,6 655,0

E 14 - ELD 13 -19,96 -51,59 22,8 27,2 16,4 10,8 997,5 25,9 18,0 155,6 8,6 248,1 65,6
[a] 15-ITA 14 -11,21 -48,64 25,7 28,4 24,0 4,4 1535,7 27,5 24,3 247,6 23 589,7 592,7
g 21-JAR 13 -0,84 -52,59 25,9 27,3 24,6 2,8 2060,7 27,2 24,7 295,7 40,5 277,6 77,7
- 22-KLT 14 -24,23 -50,53 18,4 21,8 14,2 7,6 1569,8 211 14,6 212,5 34,5 1,2 913,0
24 - LWA 15 -22,73 -49,00 22,0 25,1 18,0 7,0 1492,8 24,6 18,2 197,9 17,5 107,6 548,6

31- VEE 15 -16,34 -39,60 23,1 25,1 18,9 6,2 952,8 24,5 19,8 156,0 124 268,3 91,9

30 - VMT 15 -17,32 -43,77 241 26,4 21,3 5.2 765,8 25,9 21,5 149,7 1,7 516,8 71,3
7-CCO 32 -18,02 -50,90 22,9 25,2 20,6 4,6 1319,2 24,7 21,0 265,4 2,5 378,7 596,1

4 -CEB 33 -19,31 -42,42 22,2 24,6 19,7 5,0 1192,8 24,5 20,0 248,3 12,3 181,2 376,8
9-DUE 34 -18,73 -47,92 23,1 254 20,4 5,0 1332,0 25,0 20,9 223,8 7.9 162,4 395,9
33-DUR 32 -23,85 -48,70 19,4 23,7 15,7 7.9 1215,3 23,3 16,1 190,7 12,0 22,1 496,0

m 14 - ELD 31 -19,96 -51,59 23,5 27,0 19,1 8,0 1054,8 26,8 19,6 215,0 8,6 292,9 112,0
[a] 15-1TA 31 -11,21 -48,64 25,8 27,6 24,6 3,0 1426,0 27,0 24,7 285,0 1,0 608,7 526,2
g 21-JAR 33 -0,84 -52,59 26,4 27,8 25,2 2,6 2297,3 27,6 25,3 296,9 62,0 2771 966,8
- 22-KLT 31 -24,23 -50,53 18,0 21,5 14,0 7,5 1451,8 21,0 14,5 212,5 34,5 12,8 848,9
24 - LWA 33 -22,73 -49,00 21,5 24,9 17,8 7,0 1184,8 24,4 18,3 176,5 19,3 111,4 332,7

31- VEE 33 -16,34 -39,60 22,9 24,9 20,1 4,8 1287,3 24,7 20,7 185,6 36,8 133,3 3124

30 - VMT 33 -17,32 -43,77 23,7 25,9 21,5 4,4 697,9 25,5 21,7 171,0 0,8 559,8 94,7
7-CCO 50 -18,02 -50,90 23,2 25,6 20,6 5,0 1514,8 25,0 211 302,9 3,8 349,8 691,9

4 - CEB 51 -19,31 -42,42 22,8 25,2 19,6 5,6 1236,0 25,0 20,0 233,4 11,5 186,0 309,6
9-DUE 53 -18,73 -47,92 23,4 26,0 20,5 54 1510,8 25,3 211 258,4 9,9 157,8 483,9
33-DUR 52 -23,85 -48,70 19,9 23,8 15,1 8,7 1428,3 22,7 16,2 208,9 21,3 19,8 650,7

m 14 - ELD 50 -19,96 -51,59 24,2 27,2 19,6 7,6 1066,7 26,5 20,6 186,0 134 343,7 79,2
[a] 15-1TA 50 -11,21 -48,64 26,0 28,5 24,5 4,0 1369,1 27,8 24,8 264,4 0,8 636,8 4254
g 21-JAR 48 -0,84 -52,59 26,8 28,1 25,5 2,7 2288,8 28,0 25,6 389,3 35,3 415,5 1015,5
- 22-KLT 50 -24,23 -50,53 18,3 21,7 14,1 7,5 1643,4 20,9 14,7 239,1 39,8 8,4 1007,6
24 - LWA 52 -22,73 -49,00 21,9 25,0 18,0 7,0 1265,1 24,4 18,5 190,5 18,5 125,3 365,8

31- VEE 52 -16,34 -39,60 23,3 25,2 20,3 4,9 1085,5 24,9 20,9 171,8 31,1 336,0 2425

30 - VMT 52 -17,32 -43,77 24,3 26,5 21,7 4,8 701,2 26,1 21,9 157,1 0,7 685,2 88,9

Tm = Temperatura média anual
Tmx = Temperatura média do més mais quente

Tmn = Temperatura média do més mais frio

ATm = Amplitude térmica média anual
P = Precipitagdo média anual

TmMQ = Temperatura média do periodo (3 meses) mais quente

TmMF = Temperatura média do periodo (3 meses) mais frio

PmU = Precipitagdo média do periodo (3 meses) chuvoso

PmS = Precipitagdo média do periodo (3 meses) seco
DEF = Deficiéncia hidrica anual
EXC = Excedente hidrico anual
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Figura 1 — Localizacédo de 11 locais do projeto TECHS com experimentos de
Eucalytpus distribuidos ao longo do territorio brasileiro (coordenadas
geograficas e caracterizagao climatica - ver Tabela 1).

Tabela 2 — Numeracéo, descrigdo dos clones e identificagdo dos 11 gendtipos de
Eucalyptus avaliados em trés idades e clima onde cada clone foi
desenvolvido conforme classificacdo de Koppen descrita por Alvares et

al., (2013)
. Clima da regido de origem do
N° Clone Gendtipo
clone
1 P7 E. urophylla x E. brassiana As
2 R9 E. urophylla Aw
3 Q8 E. grandis x sp Af
4 G7 E. urophylla Cwa
5 K2 E. saligna Cfb
6 D4 E. grandis x E. urophylla Aw
7 C3 E. grandis x E. camaldulensis As
8 H8 E. grandis x E. urophylla Am
9 E5 E. urophylla Cwa
10 B2 E. urophylla x E. grandis Aw
11 A1 E. urophylla x sp. Cwa

2.2. Estimativa dos parametros genéticos
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Inicialmente foi realizada uma analise diagndstica para cada local, onde se
testou a normalidade e homocedasticidade dos residuos, significancia dos efeitos de
gendtipos e interagdes com as idades. Posteriormente, seguiu-se para uma analise
conjunta, considerando todos os locais e as idades avaliadas sob o contexto dos
modelos mistos e procedimento REML/BLUP, com a seguinte equagéo:
Y=Xb+Zg+e
em que, Y = vetor de observagdes; b = vetor do efeito fixo de local somado a média
geral; g = vetor dos efeitos genotipicos (aleatério), associados a combinagao
genotipo-ambiente; e = vetor de residuos aleatérios; X e Z = matrizes de incidéncia
para b e g, respectivamente.

Neste sentido, foi ajustado um modelo com matriz ndo estruturada (UN) de
variancias-covariancias das combinag¢des gendtipos-locais-idades, isto €, modelo
multivariado considerando todas as inter-relacbes, assim como para os residuos.
Logo, foram obtidas variancias genotipicas e residuais independentes para cada
local e idade, covariancias genotipicas entre locais, assim como entre idades. A
estruturacéo das matrizes de covariancias genotipicas e residuais, que consideram a
heterogeneidade de variancias e covariancias, como proferido na introdugao, € mais
apropriada para ensaios multi-ambientes (METs), o que justifica a configuragéo do
modelo ajustado.

As estimativas dos parametros genéticos foram estimadas pelo método da
maxima verossimilhanga restrita (REML) e melhor predigdo linear ndo viesada
(BLUP), obtida por meio do software AIREMLF90, da familia de programas
BLUPF90 (Misztal et al., 2002) em linguagem Fortran 90/95. As primeiras iteragbes
foram realizadas com o algoritmo EM acelerado (Expectation-Maximization)
seguidas pelo algoritmo Al (Average Information), de modo a obter estimativas
dentro do espago paramétrico. A familia de programas BLUPF90 vem sendo
utilizado com éxito em estudos genéticos com animais (Biegelmeyer et al., 2017;
Feitosa et al., 2017) e plantas (Okeke et al., 2017; Xavier et al., 2017).

2.3. Analise de fator analitico sob modelo multiplicativo misto e GGE biplot
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Apds a obtencado da matriz de covariancias genotipicas, a analise prosseguiu
para uma segunda etapa. Esta, por sua vez, consiste numa analise de fatores no
contexto de modelos fator analiticos mistos — FAMM (Piepho, 1998; Resende e
Thompson, 2004; Smith et al., 2001), aplicada para a matriz de covariancias
genotipicas, conforme abordagem realizada e descrita por Garbuglio e Ferreira
(2015), a qual sera brevemente relatada a seguir.

Um modelo aplicado a g gendtipos e j ambientes (combinagao local-idade)
pressupde dependéncia em um conjunto de fatores hipotéticos aleatérios f, de
dimensdo gx 1, (r =1..k <j). Logo, o modelo fator analitico para esses efeitos em
notagao vetorial é:
gi=(L®I)fi++ N ®L)f +6
A,: carregamentos ou pesos dos fatores nos ambientes com dimenséao j x 1;

6. vetor de residuos, denominado vetor de fatores especificos;

fi. = vetor de escores fatoriais para os individuos no k-ésimo fator;
g;j = efeito dos gendtipos no j-ésimo ambiente;

Reescrevendo o modelo de maneira mais compacta, obtém-se:
gi=(A®L)f+6

A (dimensdo s x k) = [A; ... A ];

f (dimensdo gkx 1) = (f'1,f 5 . f%)".

f e & possuem distribuicdo conjunta dada por:

DG (5 wen,)]
¥ =diag(; ... ¥y);
Y;: variancia especifica para o i-ésimo ensaio.

Sendo assim, a matriz de covariancias genotipicas nos ambientes é dada por:
var (g;) = (M + ) ® I,).

Tendo obtido os BLUP’s dos efeitos genotipicos em cada ambiente (g;) na
primeira etapa da andlise é possivel obter os BLUP’s dos escores fatoriais f dos
genotipos por meio de:
fi=IANAN +P) 1 ® 1,14,

A = matriz dos carregamentos ambientais estimados;
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¥ = matriz das variancias especificas estimadas.

O fator essencial do método é a estimacdo da matriz de carregamentos
fatoriais, pois, as estimativas das especificidades e escores fatoriais descritos acima,
dependem dos elementos desta matriz. Para isso, foi utilizado o método dos
componentes principais, no qual se baseia na decomposicao espectral da matriz de
covariancias ou de correlagdes. Aqui, utilizamos a decomposicao espectral da matriz
de covariancias genéticas (matriz G) oriundas da primeira etapa da andlise. Dessa
forma, a matriz G pode ser reescrita como:

G=A\+¥=VD, V' +
com V = matriz dos p autovetores e D, = matriz diagonal dos m autovalores. Os
respectivos autovalores e autovetores foram obtidos simultaneamente a matriz de

covariancias genotipicas na primeira etapa da analise junto ao software AIREMLF9O0.
Observa-se que AA"=VD, V' = VDal/ZDal/ZV’, logo, a matriz de carregamentos

corresponde a A = VDal/Z, de dimensdo com numero de linhas igual o numero de
locais e numero de colunas igual a quantidade de fatores retidos, com maximo
sendo igual ao numero de locais. Nota-se, também que, as variancias especificas ou
especificidades podem ser obtidas por subtracédo: ¥ = diag(G — AA").

Logo apds a realizagdo da andlise, as estimativas e predicdes dos
carregamentos ambientais e escores fatoriais dos genétipos foram utilizadas para
construgao de graficos GGE biplot (Yan et al., 2000), de modo a obter um estudo
detalhado da interagdo G x A (conforme abordagem feita por Nuvunga et al. (2015) e
Peixouto et al. (2016)), verificar a estabilidade e adaptabilidade dos gendtipos ao
longo dos gradientes ambientais e identificar mega-ambientes. Os procedimentos
descritos com o uso das estimativas BLUPs seguidas por um modelo fator analitico
multiplicativo misto e posterior analise GGE biplot, mostrou ser um método mais
poderoso em analise de ensaios multi-ambientes em detrimento de utilizar dados
brutos de DAP (Zhang et al.). Todas as analises desta etapa foram realizadas com o
auxilio do software R (R CORE TEAM, 2016).
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2.4, Caracterizagao climatica e agrupamentos dos locais

Para a caracterizagao climatica dos ambientes e posteriores relacionamentos
com o comportamento dos gendtipos, isto é, a norma de reagdo ao longo dos
ambientes e agrupamento de locais, adotou-se uma anadlise de arvore de regressao
multivariada (Multivariate Regression Tree — MRT) (De'Ath, 2002) utilizando o pacote
myvpart do software R. O método consiste num agrupamento sob restricdo, onde dois
conjuntos de dados sao utilizados: i) os dados com medidas similares nos individuos
— no presente estudo, os BLUP’s dos clones nos ambientes; ii) critérios de particao
com variaveis explicativas, isto é, variaveis com caracteristicas ambientais — aqui,
variaveis climaticas nos ambientes (Tabela 1).

Observagdes do primeiro conjunto de dados s&o agrupadas e testadas com
base em similaridade de cada uma das variaveis explicativas do segundo conjunto
de dados. A divisdo que apresentar menor soma de quadrados dentro do grupo, e
consequentemente maior entre grupos, € escolhida como a divisdo dos dois nés
principais, iniciando-se novamente com as demais variaveis, resultando, por sua
vez, numa arvore completa. Posteriormente, realizou-se o corte da arvore conforme

o critério da validacao cruzada, o qual minimiza o erro quadratico médio da predicao.

3. RESULTADOS

3.1. Estimativas dos parametros genéticos

Os efeitos de clones, idades e interagao clones x idades na analise individual
foram significativos para todos os locais (dados ndo apresentados). De modo
semelhante, na analise conjunta, todos os efeitos do modelo foram significativos
(Tabela A1 — Apéndice), o que nos permite afirmar a existéncia de interacdo G x A e,
como evidenciado adiante, do tipo complexa, ou seja, com alteragédo no
ranqueamento dos gendtipos.

De maneira geral, o local 21-JAR se apresentou como local mais distinto dos

demais, sendo o local que mais contribui para a interagdo gendétipo x local, pois, € o
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menos correlacionado genotipicamente em todas as idades (Figura 2). Por outro
lado, os locais 9-DUE, 22-KLT, 33-DUR e 24-LWA s&o os mais correlacionados
entre si (Figura 2), portanto, tais locais s&o os que menos contribuem para a
interacdo G x A em todas as idades, uma vez que a correlagdo se mantém ao longo
do desenvolvimento.

Com excecao dos locais 14-ELD, 31-VEE e 30-VMT, houve decréscimo linear
das estimativas de herdabilidade ao longo do tempo (Tabela 3). O local 4-CEB foi o
que proporcionou menor herdabilidade, nas trés idades, o que implica em grande
influéncia ambiental no fenétipo DAP, por outro lado, 21-JAR proporcionou maior
estimativa de herdabilidade, indicando alta expressao do valor genotipico dos clones

para o carater DAP.

Tabela 3 — Herdabilidade ampla (h3) e médias fenotipicas (u) do carater Diametro a
Altura do Peito (DAP, cm), em 11 locais e em trés idades de avaliacdes
(numeros subscritos referentes as avaliagbes) em experimentos com
eucaliptos em regides tropicais do Brasil.

LOCAL h?;l h?;z h?ﬁ My H2 M3

7-CCO 0424 0.361 0.251 7.23 12.63 14.85
4-CEB 0.275 0.176 0.098 8.17 12.16 13.45
9-DUE 0.454 0.394 0.313 7.44 11.82 14.79
33 -DUR 0.464 0.499 0.390 8.29 13.81 17.50
14-ELD 0.410 0.236 0.340 6.62 11.52 14.61
15-1TA 0.387 0.308 0.340 5.05 9.95 12.18
21-JAR 0.739 0.664 0.617 593 8.71 9.26
22 -KLT 0.606 0.589 0.459 6.94 13.83 17.34
24 -LWA 0.582 0.488 0.405 7.75 12.70 15.74
31-VEE 0.365 0.524 0.434 8.42 12.71 13.67
30 - VMT 0.429 0.358 0.403 6.47 11.03 12.64
numero subscrito: “1” = Idade de 13 a 17 meses; numero

subscrito: “2” = Idade de 31 a 34 meses; numero subscrito: “3” =
Idade de 48 a 53 meses

3.2. Analise de fatores analiticos multiplicativos mistos e GGE biplot: Interagao
GxA

As comunalidades (correlagdo entre a varidvel (aqui, correspondente aos

locais) e o fator comum a todos) do modelo fator analitico multiplicativo misto com
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dois fatores retidos foram de alta magnitude, variando de 0,69 a 0,99 nas trés
idades, exceto para o local 30-VMT na idade 3, que foi de 0,59 (Tabela A2 —
Apéndice). Isto significa que o modelo reduzido, com apenas dois fatores retidos,
explicam de maneira satisfatéria as variancias genotipicas para cada ambiente,
assim como as covariancias entre eles. Além disso, a propor¢cao da variagcao total

explicada pelo modelo foi de 87, 84 e 83%, respectivamente para as idades 1, 2 e 3.

. ET;:: ﬂﬂﬁ_::
b o e

21-JAR 21-JAR 21-JAR
30-VMT 31-VEE 15-ITA
15-TA 15-ITA 31-VEE
Correlagao 14-ELD 30-VMT 30-VMT
genotipica 31-VEE 14-ELD 14-ELD
24-LWA 4-CEB 4-CEB
33-DUR 24-LWA 7-CCQ
1.0 9-DUE 9-DUE 22-KLT
0.5 22-KLT 22-KLT 9-DUE
0.2 4-CEB 33-DUR 24-LWA
0.0 7-CCO 7-CCO 33-DUR
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Figura 2 — Mapa de calor referente as correlagdes genotipicas entre 11 locais
(Tabela 1) em trés idades (ldade 1 — 13 a 17 meses; Idade 2 — 31 a 34
meses; ldade 3 — 48 a 53 meses) de avaliagdo do didametro a altura do
peito (DAP) em 11 clones (Tabela 2) de Eucalyptus em ensaios multi-
ambientes.

O primeiro fator concentrou gradualmente os locais mais produtivos (Tabela 3;
mais observaveis nas idades 2 e 3 — eixo “x” da Figura 3), onde 0os mesmos
apresentam menor deficiéncia hidrica e temperaturas mais amenas (Tabela 1). O
segundo fator, por sua vez, esta relacionado com um gradiente de locais mais
quentes e maior deficiéncia hidrica (eixo “y” da Figura 3). No entanto, a temperatura
possui um peso maior nesse fator, pois o local 21-JAR, altamente correlacionado
com esse fator, possui temperatura elevada e aproximadamente metade de déficit
hidrico dos locais retidos (Tabela 1 e Figura 3). Portanto, nomeamos o fator 1 de
“produtividade” e o fator 2 de “estresse”.

O poligono do GGE biplot (Figura 3B e 3C), confrontando-se com MRT
(Figura 7C) retrata a existéncia de trés mega-ambientes, um formado pelos locais
22-KLT, 24-LWA e 33-DUR, um segundo formado por 9-DUE, 7-CCO, 4-CEB e 14-
ELD, enquanto os locais 21-JAR, 31-VEE, 15-ITA e 30-VMT formam um terceiro
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mega-ambiente evidente e, respectivamente, mais produtivos, produgao
intermediaria e menos produtivos (Tabela 3). No entanto, na idade 1 apenas o local
21-JAR se diferencia dos demais (Figura 3A). Os clones R9, G7 e C3 sao os que
mais contribuem para a interagdo genaétipo x local, uma vez que sofrem alteragéo no
ranqueamento de gendtipos entre os locais em todas as idades, os quais ficam

sempre localizados na mesma regiao do poligono (Figura 3).
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Figura 3 — Poligono de GGE-biplot (padrao “Which-won-where”) gerado a partir da
Analise de Fatores sob Modelos Multiplicativos Mistos, considerando o
carater DAP de 11 clones (Tabela 2) de Eucalyptus e 11 locais (7 —
CCO; 4 - CEB; 9-DUE; 33 -DUR; 14 — ELD; 15 - ITA; 21 — JAR; 22 —
KLT; 24 — LWA; - 31 — VEE; - 30 - VMT) nas idades de avaliagées 1 (13
a 17 meses; Figura A), 2 (31 a 34 meses; Figura B) e 3 (48 a 53 meses;
Figura C).

O clone H8 foi o mais adaptado as regides mais restritivas (Figura 3), o que
aparentemente traduz em tolerancia ao estresse. Além disso, este clone foi 0 menos

estavel (comprimento da linha tracejada perpendicular ao eixo “x” — linha vermelha;



36

Figura 4) entre os mais produtivos e também o que mais contribui para interagdo
gendtipo x idade, com alteragdo de “ranking” e magnitude do valor genotipico ao
longo do tempo (Figura 4 — A, B e C). O clone B2 foi o mais adaptado a regido
menos restritiva, ou seja, de maior potencial produtivo (fator 1). Este gendtipo, na
média dos ambientes, apesar de ser menos produtivo em relacdo ao H8 e
aproximadamente igual ao A1 (Figura 4B e 4C), é o mais estavel, uma vez que esta
entre os melhores na maioria dos locais. O clone A1 mostrou-se produtivo e
tolerante ao estresse abidtico nas trés idades (Figura 4), ao passo que, o clone P7
foi o pior em todas as regides, porém, apresentou desempenho satisfatorio no local
21-JAR, o que faz com que se apresente como instavel na andlise de média e
estabilidade do GGE biplot (Figura 4). O clone D4 foi o0 mais estavel nas trés idades

avaliadas (Figura 4).
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Figura 4 — Desempenho médio (BLUPs; eixo “X”) e estabilidade (comprimento da
linha tracejada perpendicular ao eixo “x” — linha vermelha) com o GGE-
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biplot gerado a partir da Analise de Fatores sob Modelos Multiplicativos
Mistos, considerando o carater DAP de 11 clones (Tabela 2) de
Eucalyptus e 11 locais (7 — CCO; 4 — CEB; 9 — DUE; 33 — DUR; 14 —
ELD; 15 — ITA; 21 — JAR; 22 — KLT; 24 — LWA,; - 31 — VEE; - 30 - VMT)
nas idades de avaliagbes 1 (13 a 17 meses; Figura A), 2 (31 a 34 meses;
Figura B) e 3 (48 a 53 meses; Figura C).

De modo geral, com base na média genotipica ao longo dos ambientes, os
clones H8, B2 e A1 sdo os mais produtivos, P7, C3, R9, G7 e Q8 os menos
produtivos e, por fim, os gendtipos ES, D4 e K2 séo intermediarios (Figura 4).

Na busca por um “idedtipo” (hipotético; centro do circulo marcado com a
seta), com elevada produtividade, alta adaptabilidade e estabilidade, este se situa
entre os clones B2 e A1 nas trés idades de avaliagao (Figura 5). Estes clones sao os
gue mais se aproximam de um gendtipo ideal, no entanto, o clone H8 é o que mais

modifica seu comportamento em diregdo a um idedtipo ao longo do tempo (Figura
5).
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Figura 5 — Classificacao de gendtipos relativa a um “ldeétipo” (hipotético; centro do
circulo marcado com a seta) com base no carater DAP de 11 clones
(Tabela 2) de Eucalyptus e 11 locais (7 — CCO; 4 — CEB; 9 — DUE; 33 —
DUR; 14 — ELD; 15 - ITA; 21 — JAR; 22 — KLT; 24 — LWA; - 31 — VEE; -
30 - VMT) nas idades de avaliagdes 1 (13 a 17 meses; Figura A), 2 (31 a
34 meses; Figura B) e 3 (48 a 53 meses; Figura C).

Quanto aos ambientes, os locais 21-JAR e 22-KLT s&o os mais discriminantes
de gendtipos (Figura 6; comprimento do vetor a partir da origem), respectivamente
para os mega-ambientes com estresse (Fator 2 — Figura 3) e alta produtividade
(Fator 1 — Figura 3). Porém, na idade 1 apenas o local 21-JAR possui esta
caracteristica na idade mais precoce (Figura 6A). Em relagdo a representatividade
dos locais, correspondente ao angulo formado entre a linha (continua vermelha) que
passa pela origem do biplot em diregdo a um ambiente médio (Seta - Figura 6) e o
vetor dos locais (linha tracejada), os locais 7-CCO, 4-CEB, 14-ELD e 30-VMT sé&o os
mais representativos ao longo do tempo (Figura 6 — B e C), porém, 4-CEB ¢é o local

menos discriminativo de gendtipos (Figura 6C).
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Figura 6 — Potencial dos ambientes quanto a discriminagao (comprimento do vetor a
partir da origem) e representatividade (angulo formado entre a linha
continua vermelha (marcada com uma seta) que passa pela origem do
biplot e o vetor dos locais (linha tracejada)) de gendtipos com base no
carater DAP de 11 clones (Tabela 2) de Eucalyptus e 11 locais (7 —
CCO; 4 - CEB; 9-DUE; 33 -DUR; 14 — ELD; 15 - ITA; 21 — JAR; 22 —
KLT; 24 — LWA; - 31 — VEE; - 30 - VMT) nas idades de avaliagbes 1 (13
a 17 meses; Figura A), 2 (31 a 34 meses; Figura B) e 3 (48 a 53 meses;
Figura C).

3.3. Caracterizagao climatica e agrupamento dos locais

A analise MRT separou grupos de locais segundo correlagdes genotipicas

sob restricdo de variaveis explicativas, ou seja, atribuindo a similaridade dentro de

grupos a caracteristicas climaticas mensuradas (tabela1). Os resultados da analise,

com as divisdes e grupos de locais encontram-se na Figura 7.
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Figura 7 - Arvore de regressdo multivariada de clones de Eucalyptus em trés idades
de avaliacdo (A: idade 1 — 13 a 17 meses; B: idade 2 — 31 a 34 meses; C:
idade 3 — 48 a 53 meses) obtidas a partir dos valores genotipicos (BLUPS)
em cada local (G x A), com agrupamento de locais sob restricdo de

variaveis climaticas (Tm =

Temperatura média anual

°C; PmS =

Precipitacdo média no periodo mais seco - mm; DEF = Deficiéncia hidrica
no sistema solo-planta-atmosfera — mm ano™', obtido segundo o método
de Thornthwaite e Mather (1955); ATm = Amplitude Térmica média anual).
Abaixo de cada n6 de agrupamento esta o percentual da variagdo dos
valores genotipicos explicados pela analise. Os histogramas representam

o valor genotipico de cada clone,

da esquerda para a direita (sentido

horizontal), na mesma ordem de cima a baixo na legenda (sentido

vertical).

Na idade 1 obteve-se dois grupos de locais, os quais foram divididos devido a

temperatura média anual (Tm) (39,5% da variancia total explicada). Como resultado,

os locais 21-JAR e 15-ITA formam um grupo de locais com temperatura mais

elevada e os demais locais outro grupo com temperatura menor (Figura 7A).
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Na idade 2, houve divisao do né principal pela precipitacdo média no periodo
mais seco (PmS) (51,7% da variancia total explicada) e uma subdivisdo sob o critério
da deficiéncia hidrica no sistema solo-planta-atmosfera (DEF, com 11,1% da
variancia total explicada) (Figura 7B). Desse modo, formaram-se trés grupos: i)
grupo com maior PmS, formado pelos locais 21-JAR e 31-VEE; ii) grupo com menor
PmS, porém, locais considerados mais umidos com pouca deficiéncia hidrica no
periodo, formados pelos locais 9-DUE, 33-DUR, 22-KLT e 24-LWA, iii) grupo com
menor PmS, porém, considerados locais mais secos, com maior deficiéncia hidrica
no periodo, formado pelos locais 7-CCO, 4-CEB, 14-ELD, 15-ITA e 30-VMT.

Na idade 3, o nd principal foi dividido pela amplitude térmica média anual
(Atm, com 43,8% da variancia total explicada), seguido por uma subdivisdo em n6
secundario pela temperatura média anual (Tm, com 10,5% da variancia total
explicada) (Figura 7C). Assim, formam-se trés grupos: i) grupo com menor amplitude
térmica, ou seja, regido mais quente com temperatura mais uniforme durante o
periodo e formada pelos locais 15-ITA, 21-JAR, 31-VEE e 30-VMT; ii) grupo com
maior amplitude térmica, porém, com Tm mais elevada, isto é, ha épocas do ano
que sao muito quentes e outras com temperaturas bem menores, formado pelos
locais 7-CCO, 4-CEB, 9-DUE e 14-ELD; iii) grupo com maior amplitude térmica,
porém com Tm menor, ou seja, ha épocas do ano que sao muito frias e outras com
temperaturas mais elevadas, formado pelos locais 33-DUR, 22-KLT e 24-LWA.

Os gréficos de barras presentes abaixo dos nds representam o desempenho
médio (BLUP’s) dos 11 clones nos grupos de locais formados (Figura 7). Abaixo do
nd principal, os graficos representam o desvio dos valores genotipicos ao longo de
todos os locais. Portanto, as barras na parte inferior e na parte superior,
representam genotipos com desempenho abaixo e acima da média dos locais,
respectivamente. As barras dos grupos representam o desempenho dos gendtipos
dentro do grupo, em comparagéo ao desempenho médio em todos os locais. Sendo
assim, pode ser observada a presenca de interacdo G x A, mais acentuada para
interacdo G x Local, pois, hd desempenho diferenciado dos gendtipos dentro de
cada grupo comparado com o desempenho médio em todos os locais nas trés
idades (Figura 7). Quanto a interacdo G x idade, ha locais com caracteristicas

conservadas ao longo das idades, por exemplo, 15-ITA sempre esta presente no
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grupo de locais mais quentes, enquanto 33-DUR, 22-KLT e 24-LWA em grupos de
locais mais frios (Figura 7).

Em suma, ao longo do tempo evidencia-se a existéncia de trés mega-
ambientes (Figura 3C) separados por um gradiente de latitude sul com redugéo da
produtividade em direcdo a linha do equador (Tabela 1 e Figura 1). Dentro dos
mega-ambientes, os locais estdo agrupados pela semelhanga da condi¢ao climatica,
juntamente com o padréo de produtividade, em que a temperatura é a variavel mais
relacionada. Assim, o mega-ambiente nomeado aqui como “produtividade”
localizado nas menores latitudes entre -24,23 a -22,73 (em graus), concentra 0s
locais mais correlacionados entre si (Figura 3), mais produtivos e menos restritivos,
com temperaturas mais amenas em relagao aos demais locais (Tabela 1; Figura 7).
Entre as latitudes -19,96 a -18,02, estd o mega-ambiente “intermediario”, com média
produtividade, temperaturas elevadas em algumas épocas do ano e mais amenas
em outras. Por fim, nas maiores latitudes, de -17,32 a -0,84 estd o mega-ambiente
mais extremo, nomeado aqui como “estresse”, com menor produtividade e
considerado o ambiente mais quente. Esses resultados evidenciam o efeito da

latitude sobre a temperatura.

4. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho ratificam a existéncia de comportamento
diferenciado entre clones de eucalipto durante o ciclo de desenvolvimento. Essas
observagdes evidenciam a existéncia de diferentes normas de reagao dos clones ao
longo do desenvolvimento e também ao longo dos locais.

Pode-se observar que, entre as variaveis climaticas consideradas neste
estudo, a temperatura mostrou-se mais relevante na diferenciagdo do desempenho
dos gendtipos ao longo dos ambientes, isto €, guiou a interagdo G x A. Esta
observagédo foi relatada em outros estudos com espécies florestais (Gapare et al.,
2015; Gray et al., 2016; Hamann et al., 2011), além disso, alta temperatura esta
relacionada com redugao na taxa de crescimento de arvores em florestas tropicais
(Slot e Winter, 2016; Vlam et al., 2014). De fato, o estresse térmico tem sido

relacionado ao aumento da taxa de respiracdo e, consequentemente, reduzindo o
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processo de captagcdo de carbono durante a fotossintese (Clark et al., 2013; Slot et
al., 2013). Isto pode ser atribuido ao aumento do déficit de pressédo de vapor (Wu et
al., 2017), o que acarreta no fechamento estomatico, visto que a temperatura tem
influéncia ativa no comportamento da condutancia estomatica e, consequentemente,
na captagdo de carbono (McKenzie et al.,, 2018), fato que da suporte aos
comentarios anteriores.

A agua é fator limitante para o crescimento e desenvolvimento das plantas,
por isso, apesar da temperatura liderar essa discussdo, nao significa que a
disponibilidade hidrica nao explica as diferencas entre os ambientes, mas sim, que a
temperatura foi mais sensivel no padrao de agrupamento dos locais. Os plantios de
eucalipto sao altamente responsivos ao fornecimento de agua (Otto et al., 2017), o
que pode ser observado na idade 2, em que a precipitacdo média no periodo mais
seco, nessa idade, guiou a diferenciacdo dos locais no presente estudo (Figura 7),
evidenciando a influéncia da agua no comportamento dos gendétipos ao longo do
desenvolvimento das arvores. Com efeito, espécies de Eucalyptus reduzem a area
foliar em periodos prolongados de seca e apresentam resposta rapida de
recuperagao no inicio do aumento da disponibilidade hidrica, onde ha maior taxa de
crescimento do dossel em comparacao aos periodos em que a disponibilidade de
agua é constante (Gow et al., 2018).

Temperatura e precipitacdo sao variaveis correlacionadas, e como
demonstrado por Binkley et al. (2017), ha decréscimo na precipitagdo em média de
78 mm ano™' a cada 1 °C de aumento na temperatura em trabalho que engloba as
areas experimentais do presente estudo. Além disso, quando consideradas
simultaneamente, precipitacdo e temperatura explicam a maior propor¢cao da
produtividade das arvores em florestas tropicais, comparativamente ao considera-las
de forma independente, em que ha relacao entre o aumento da temperatura com a
reducao da precipitacdo e da produtividade (Feng et al., 2018). Isto indica que o
efeito da precipitagado esta confundido com a temperatura, ao passo que esta ultima
direciona as diferengas climaticas entre os mega-ambientes aqui identificados,
refletindo diretamente na produtividade, ao mesmo tempo em que influencia os
regimes de chuva nessas regides. Portanto, apesar da temperatura ter influencia

direta na fisiologia das plantas, essa atua mais efetivamente de maneira indireta,
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uma vez que define a disponibilidade hidrica de uma regido, visto que os aspectos
fisiolégicos de espécies de Eucalyptus estao relacionados com o clima da regido de
origem, o qual é guiado pelo déficit de pressao de vapor (Bourne et al., 2017).

A tolerancia ao estresse envolve muitos mecanismos da planta e, portanto, ha
muitos genes envolvidos na manifestagdo dessa caracteristica (Khan et al., 2015).
Da mesma forma para o DAP, que é uma caracteristica poligénica, os genes de
grande efeito contribuem pouco para a variagédo desse carater (Tassinari et al.,
2017). Por isso, tanto a tolerancia ao estresse quanto o DAP s&o muito influenciados
pelo ambiente. Isto significa que, entre os gendtipos avaliados até os quatro anos de
idade, os clones H8, A1 e B2, de modo geral, possuem conjuntos de genes e alelos
mais adaptados as regides de climas tropicais do Brasil (Alvares et al., 2013), o que
indica um alto potencial desses clones também na idade de corte, uma vez que a
correlacdo entre as idades juvenil-adulta em Eucalyptus é alta (Li et al., 2017;
Massaro et al., 2010; Pinto et al., 2014).

O clone B2 possui alta adaptabilidade, com 6timo desempenho na regido
mais produtiva, ou seja, concentra genes que expressam o potencial produtivo
daquele mega-ambiente, porém, ndo respondente da mesma forma na regido mais
restritiva. Este gendtipo, também, é considerado o mais estavel devido ao bom
desempenho verificado na regiao intermediaria (Figura 3). Evidencia-se, entdo, que
o clone B2 é um gendtipo menos tolerante ao estresse, com plantio recomendado
apenas nas regides mais produtivas e intermediarias, ndo descartando o seu uso
potencial em programas de melhoramento genético nessas regides.

O clone H8 é o mais adaptado a regidao mais restritva e com rendimento
satisfatério nos locais mais produtivos. Isto sugere que este gendtipo pode contribuir
com alelos potenciais em estratégias de melhoramento com objetivo de desenvolver
gendtipos tolerantes ao estresse e com bom desempenho produtivo. Este fato torna-
se mais interessante ao considerar o atual cenario das mudancgas climaticas, que
projeta o aumento da temperatura global e consequentemente, a necessidade do
movimento de gendtipos para condigdes mais quentes e mais sujeitas a déficits
hidricos, com isto, ha a possibilidade de que um gendétipo adaptado a uma regiao,
nao mais o seja em um periodo relativamente curto (Booth, 2013; Feng et al., 2018;

Gray et al., 2016; Slot e Winter, 2016). Isto seria desastroso para qualquer programa



45

de melhoramento, pois oneraria com novos custos e tempo para o desenvolvimento
de novos gendtipos adaptados a nova condigdo ambiental. No mesmo raciocinio, o
clone A1 é um gendtipo intermediario entre B2 e H8, com desempenho satisfatorio
em todos os mega-ambientes, o que demonstra uma relativa plasticidade fenotipica,
portanto, o que possui a melhor combinagdo génica e alélica dentre os clones
avaliados. Um ideétipo seria aquele situado entre os clones B2, H8 e A1 (Figura 5),
isto é, que possua um conjunto genémico que englobe a plasticidade do A1, mas
com o desempenho de H8 e B2 nos mega-ambientes de estresse e de potencial
produtivo, respectivamente.

As correlagdes genotipicas entre os locais foram maiores nas idades mais
precoces (Figura 2), reduzindo-se ao longo do tempo. Isto pode ser explicado pelo
fato de que no inicio do desenvolvimento das arvores, os genoétipos apresentam
conjuntos génicos responsaveis pela caracteristica DAP que ndo se expressam ou
estdo menos ativos (CRUZ et al., 2012). A competicdo mais intensa entre plantas ao
longo do tempo também pode ter contribuido para as menores correlagdes, uma vez
que os recursos do meio tornam-se mais escassos, acarretando em maior
desigualdade de tamanho das plantas (Sun et al., 2018). Acrescenta-se, também, a
reducao da taxa de sobrevivéncia ao longo do tempo, evento comum devido a alta
vulnerabilidade da mortalidade de arvores nos povoamentos florestais (Allen et al.,
2015). Como pode ser visto no poligono do GGE biplot, com exceg¢éo do local 21-
JAR, os locais formam um unico grupo na idade mais precoce (Figura 3A), mas ha a
formagao de grupos caracteristicos ao longo do tempo (Figura 3B e 3C). Isto indica
que a interagao gendtipo x local vai se acentuando ao longo do tempo na medida em
que a expressdo genotipica dos clones tende a se estabilizar. De fato, foram
encontradas baixa repetibilidade e acuracia seletiva reduzida em testes clonais de
eucalipto com idade inferiores a dois anos (Araujo et al., 2015).

O local 21-JAR diferenciou-se dos demais ja na idade mais precoce, sendo o
menos correlacionado com os demais locais em todas as idades avaliadas. Isto
pode ser devido a temperatura elevada associada a alta precipitacdo, caracterizando
o local como quente e umido, favorecendo a manifestacédo de pragas e doencgas
chaves na cultura do eucalipto no Brasil (Alfenas et al., 2009; Gongalves et al.,

2013); isto pode, também, explicar a alta taxa de mortalidade ocorrida neste local
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(dados nao apresentados). Interessantemente, esse local € o mais distante dos
demais (Figura 1), correspondente ao padrao apresentado no poligono do GGE
biplot (Figura 3), sendo também o local menos produtivo. Todos esses fatores
refletem na alta herdabilidade no sentido amplo (hf,) apresentada neste local (Tabela
3), 0 que indica alta expressdo do valor genotipico em 21-JAR e ressalta a
superioridade do clone H8 e a plasticidade do A1. Ressalta-se, ainda, o clone P7
que, apesar de ser o menos produtivo, teve baixa mortalidade (dados né&o
apresentados), o que indica a presenga de genes e alelos que conferem a este

gendtipo uma alta capacidade adaptativa num sentido ecoldgico.

5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo permitem uma clara visao da dinamica
das diferentes normas de reagdes dos gendtipos de Eucalyptus numa sequéncia de
idades em diferentes locais no Brasil. Além da identificagdo da interagdo gendtipo x
local e gendtipo x idade, podem ser estabelecidos limites em que ambientes sao
semelhantes, ou extremamente contrastantes. A temperatura mostrou-se a variavel
climatica mais influente na divisdo e agrupamento dos locais seguidos por um
gradiente latitudinal em diregdo a linha do equador, o qual reflete na redugado da
produtividade, independentemente da idade avaliada. O local com condigcédo
climatica mais adversa diferencia-se dos demais ja na idade mais prematura,
podendo ser util para identificar gendtipos tolerantes, assim como eliminar genétipos
suscetiveis, possibilitando a selecao precoce. Estes resultados podem auxiliar
futuros estudos na regido tropical do Brasil, em que devido as mudangas climaticas,
sdo projetadas temperaturas mais elevadas com déficits hidricos cada vez mais
acentuados e auxiliar programas de melhoramento florestal a lidar com o efeito das
alteragdes no clima na produtividade do eucalipto durante o desenvolvimento de
suas estratégias de selecao.

Existem gendtipos com alta adaptabilidade especifica, com bom desempenho
numa determinada regido, mas que nao respondem de forma adequada quando

cultivados em locais contrastantes. Por ouro lado, gendtipos de adaptabilidade geral
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apresentam produtividade intermediaria, independentemente do local em que sao

cultivados.
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CAPITULO 3 - Constructos fisiolégicos para clones de Eucalyptus submetidos
a diferentes regimes hidricos em casa de vegetacao e relagao

com o desempenho dos genétipos no campo

RESUMO - A deficiéncia hidrica € um dos principais responsaveis pela redugao da
produtividade florestal nos tropicos e, em resposta a mesma as arvores acionam
mecanismos que Ihe permitem lidar em maior ou menor grau com os efeitos danosos
desse tipo de estresse. Diferencas na disponibilidade hidrica resultam em
comportamentos distintos entre gendtipos de Eucalyptus em condigdes controladas,
assemelhando-se com as observagdes em campo. O projeto TECHS, busca por
meio de conhecimentos adquiridos nas diversas areas de estudo, caracterizacdes
conclusivas do comportamento ecofisiolégico dos principais materiais genéticos de
Eucalyptus utilizados frente aos estresses bidticos e abidticos. O presente trabalho
teve por objetivos analisar aspectos fisioldgicos de nove clones do projeto TECHS
por meio da Anadlise de Fatores Exploratéria (AFE) e identificar constructos
fisiologicos (variaveis latentes) com sentido biologico a fim de comparar o
desempenho produtivo dos gendtipos em diferentes ambientes no campo com dados
de experimentos em vasos em casa de vegetagdo. Foram realizados dois
experimentos (Exp1 e Exp2) na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Campus de Jaboticabal
(FCAV/UNESP). No Exp1 foi aplicada uma AFE para caracteristicas biométricas e
fisiolégicas analisadas em nove gendétipos de Eucalyptus cultivados sem (R1) e com
restricdo hidrica (R2). No Exp2 os mesmos gendtipos foram submetidos a restricao
hidrica progressiva e, posteriormente, avaliada a capacidade de sobrevivéncia. Foram
obtidas seis constructos fisiolégicos (variaveis latentes): Potencial de Producgdo de
Biomassa (PP), Alocagao de Carbono Sem Restricdo Hidrica (ASRH) e Status Hidrico
(SH) relacionadas com R1; Producdo de Biomassa sob Restricdo Hidrica (PRH),
Alocagdo de Carbono Com Restricdo Hidrica (ACRH) e Regulagdo Osmotica (RO)
relacionadas a R2. Os clones demonstraram diferentes comportamentos relativos a
esses constructos, o que permite inferir sobre as respostas fisiologicas frente a
disponibilidade de agua. Os clones avaliados demonstraram que sao diferentes entre
si, alguns em menor e outros em maior nivel, expressando diferentes
comportamentos para lidar com o déficit hidrico. Os resultados obtidos condizem
parcialmente com as observagdes dos genodtipos no campo, no entanto, permitiu
tracar, com moderado nivel de compreensao, algumas peculiaridades a respeito da
variabilidade genética na fisiologia de gendtipos de Eucalyptus oriundos de selegao
em programas de melhoramento.

Palavras-chaves: Analise Multivariada; Déficit hidrico; Melhoramento Florestal;
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CHAPTER 3 - Exploratory Factor Analysis in the identification of physiological
constructs in Eucalyptus clones submitted to different
greenhouse regimes and comparison with preliminary field

results

ABSTRACT - Water deficiency is one of the main responsible for reducing forest
productivity in the tropics and, in response to it, trees trigger mechanisms that allow it
to cope more or less with the harmful effects of this type of stress. Differences in
water availability result in distinct behaviors among Eucalyptus genotypes under
controlled conditions, resembling field observations. The TECHS project seeks,
through knowledge acquired in the different areas of study, conclusive
characterization of the ecophysiological behavior of the main genetic materials of
Eucalyptus used in relation to biotic and abiotic stresses. The objective of the present
work was to analyze the physiological aspects of nine clones of the TECHS project
through of the Exploratory Factor Analysis (EFA) and to identify physiological
constructs (latent variables) with biological meaning in order to compare the
productive performance of the genotypes in different environments in the field with
experimental data in pots in a greenhouse. Two experiments (Exp1 and Exp2) were
carried out at the Faculty of Agrarian and Veterinary Sciences, State University
Paulista "Julio de Mesquita Filho" Campus of Jaboticabal (FCAV / UNESP). In Exp1
an EFA was applied for biometric and physiological characteristics analyzed in nine
genotypes of Eucalyptus cultivated without (R1) and with water restriction (R2). In
Exp2 the same genotypes were submitted to progressive water restriction and,
subsequently, the survival capacity was evaluated. Six physiological constructs
(latent variables) were obtained: Potential of Biomass Production (PP), Allocation of
Carbon Without Water Restriction (ASRH) and Water Status (SH) related to R1;
Production of Biomass under Water Restriction (PRH), Carbon Allocation with Water
Restriction (ACRH) and Osmotic Regulation (RO) related to R2. The clones
demonstrated different behaviors related to these constructs, which allows to infer
about the physiological responses to the availability of water. The evaluated clones
demonstrated that they are different from each other, some in smaller ones and
others at a higher level, expressing different behaviors to deal with the water deficit.
The results obtained partially correspond to the observations of the genotypes in the
field, however, it allowed to draw, with moderate level of understanding, some
peculiarities regarding the genetic variability in the physiology of Eucalyptus
genotypes from selection in breeding programs.

Keywords: Multivariate Analysis, Forest Improvement, Water deficit
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1. INTRODUGAO

Conforme previsdes, assim como observado nos ultimos anos, sao esperadas
que a intensidade e a duragéo dos periodos de seca aumentem em muitas regides
tropicais e subtropicais (Meir et al., 2015; Solomon et al., 2009). O déficit hidrico é
uma preocupacgao constante dentro de qualquer sistema de produgao agricola, pois,
a agua é um fator ambiental limitante para que as culturas agronémicas e florestais
atinjam seu maximo potencial produtivo.

O estresse hidrico, assim como o aumento da temperatura, € responsavel
pela redugéo do crescimento das arvores em florestas tropicais, no qual, evidencia-
se diminuicdo no estoque de carbono nessas regides (Feng et al., 2018) que, por
sua vez, depende do balango entre fotossintese e respiracdo. Em resposta ao déficit
hidrico, as arvores acionam mecanismos que lhe permitem lidar em maior ou menor
grau com os efeitos danosos advindos desse tipo de estresse, tais como: redugéo no
conteudo relativo de agua, diminuigdo do potencial hidrico, perda do turgor foliar,
fechamento de estbmatos, reducao da expansado celular, reducdo da taxa
crescimento, senescéncia foliar, mudanca no tamanho e orientacdo das folhas,
enrolamento das folhas, aumento do crescimento e profundidade radicular e reducao
da area foliar (Evans e Poorter, 2001; Farquhar et al., 1989; Flexas et al., 2006;
Lawson e Blatt, 2014; Mendes et al., 2013; Santiago et al., 2018; Zhou et al., 2013).
O ajustamento elastico e osmoético como resultado da alteragdo na concentragao de
agucar, a ativacdo de mecanismos antioxidantes e o ajuste da condutividade
hidraulica sdo outras adaptagdes consideradas importantes em arvores sujeitas ao
estresse hidrico (Gleason et al., 2012; Hodecker et al., 2018; Kozlowski, 1992; Pratt
e Jacobsen, 2017; Zhu et al., 2018).

Diferengas na disponibilidade hidrica refletem em comportamentos diferentes
entre gendtipos de Eucalyptus em condigdes de campo, onde plantas submetidas a
maior quantidade de agua sdo mais sensiveis ao aumento do déficit de presséo de
vapor - DPV (Otto et al., 2016). Em avaliagbes precoces sob condigdes controladas
de fornecimento de agua, gendtipos de eucalipto apresentaram comportamentos
diferentes (Merchant et al., 2007; Silva, P. H. et al., 2016; Vellini et al., 2008), fato

que atesta, além da influéncia do ambiente, que o desempenho dos gendtipos de
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eucalipto frente a restricdo hidrica depende da constituicdo genética. Logo, a
insercdo de avaliagbes fisioldgicas, com vista a encontrar relacbes com a
produtividade dos gendtipos frente a restricdo hidrica, pode ser relevante nos
programas de melhoramento com eucalipto; ou de outro modo, pode se tornar
indispensavel nas estratégias dos melhoristas, tendo em vista o alarmante cenario
de mudangas climaticas que podera afetar a adaptacao dos gendtipos nos plantios
de eucalipto em todo o mundo (Booth, 2013).

Um fator importante que deve ser considerado € o efeito da interacédo G x A a
que cada genotipo esta sujeito (Malosetti et al., 2013), uma vez que as diferentes
condigbes climaticas promovem alteragbes distintas nas respostas dos genodtipos
frente ao déficit hidrico. Isto vem acarretando em comportamento diferenciado de
clones comerciais de Eucalyptus no territorio brasileiro (Binkley et al., 2017). Esses
autores apresentaram os primeiros resultados do programa cooperativo sobre
Tolerancia de Eucalyptus Clonais aos Estresses Hidrico, Térmico e Bidtico (TECHS).
Este projeto foi elaborado em parceria com instituicbes de pesquisas e empresas
florestais buscando por meio de conhecimentos adquiridos nas diversas areas de
estudo relacionados a fisiologia, hidrologia, nutricdo, fitopatologia, entomologia,
biotecnologia e melhoramento, as caracterizagdes conclusivas do comportamento
ecofisiolégico dos principais gendtipos de Eucalyptus utilizados frente aos estresses
biéticos e abidticos (Stape et al., 2014).

Foram selecionados 18 clones comerciais de Eucalyptus para serem
estudados no ambito do projeto TECHS, os quais foram analisados geneticamente
via marcadores moleculares, com vistas a verificar o grau de parentesco e
heterozigosidade dos genotipos. Os resultados evidenciaram que os clones sao
distintos do ponto de vista genético, além de haver distingdo em nivel de
espécies/hibridos e, por fim, houve coeréncia de maior heterozigosidade nos
materiais hibridos em comparagcdo as espécies puras. Dentre as questdes
levantadas a respeito da produtividade dos futuros plantios de Eucalyptus a serem
sanadas pelo projeto TECHS estdo: i) que mecanismos ecofisiolégicos tém os
clones mais adaptados ao estresse hidrico? ii) identificados os mecanismos, é
possivel desenvolver protocolos ecofisiolégicos capazes de classificar um grande

numero de individuos nos programas de melhoramento?
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A Analise de Fatores Exploratéria (AFE) € uma técnica descritiva multivariada,
cujo objetivo é encontrar a estrutura subjacente em uma matriz de dados sob estudo
e determinar o numero e a natureza dos fatores (constructos ou variaveis latentes),
que melhor representam um conjunto de variaveis observadas (Brown, 2014). Tais
fatores serdo de agora adiante referido como constructos. Um constructo retém
quantidade suficiente de informagdes para explicar de maneira parcimoniosa a
covariagao existente entre um conjunto de variaveis mensuradas (Watkins, 2018).
Ou seja, um constructo é uma variavel ndo observavel que influencia mais de uma
medida observada e resulta da correlagdo entre elas (Brown, 2014). Ao utilizar a
AFE, o pesquisador deve atentar-se para algumas decisbes fundamentais, tais
como, o tamanho da amostra analisada, o numero de fatores a serem retidos, o
método de extracdo dos dados e o método de rotagdo dos fatores, cada uma das
quais afetam as solugdes geradas (Gaskin e Happell, 2014).

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivos: i) verificar a eficiéncia
da Andlise de Fatores Exploratoria na identificagcdo de constructos fisioldgicos
(variaveis latentes) com sentido bioldgico no estudo sobre o efeito do déficit hidrico
com genotipos de Eucalyptus; ii) identificar semelhangas e diferengas fisiolégicas em
nove clones do TECHS e atestar sobre os mecanismos para lidar com o déficit
hidrico; iii) comparar os resultados obtidos em vasos em casa de vegetagdo com
observagbes em campo, buscando relacionar as caracteristicas fisioldgicas dos
gendtipos e a produtividade dos mesmos nos diferentes ambientes

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Descrigcao do experimento

2.1.1. Caracterizagao fisica e climatica do local — Experimento 1 (Exp1)

O Exp1 foi realizado em casa de vegetagcédo pertencente ao Laboratério de
Sementes e Melhoramento Florestal do Departamento de Producédo Vegetal na

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista “Julio
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de Mesquita Filho” Cémpus de Jaboticabal (FCAV/UNESP). O local se situa no
municipio de Jaboticabal — SP, cuja coordenada geografica compreende 21°14'33"S de
latitude e 48°17'55"0 de longitude e 616 m de altitude. A implantagao foi no inicio de
fevereiro de 2017 e término ao final de maio do mesmo ano, totalizando 115 dias de
experimento.

A casa de vegetacdo possui cobertura com filme de plastico transparente,
revestida lateralmente com telas de sombreamento, pé-direito de 3,50 m e altura
total de 5,0 m. A retencgao de luz solar no interior da casa de vegetagao em relagao a
parte externa é de aproximadamente 50%, conforme mensurag¢ao realizada com
auxilio do sensor da cdmera de luz do aparelho analisador de gases a infravermelho
- IRGA (LCPro+ SYSTEM, ADC).

A temperatura no interior da estufa durante a conducéao do experimento variou
com minima de 19,5 + 2,0 °C e maxima de 35,7 = 3,4 °C. A umidade relativa teve
variagdo com minima de 31,8 + 14,3 e maxima de 83,7 £ 7,2. Como resultado, a
demanda atmosférica teve variagdo de déficit de pressao de vapor (DPV) diario de
04 + 0,2 kPa a 4,1 + 1,4 kPa, respectivamente nas horas de menor e maior

demanda atmosférica do dia.

2.1.2. Preparagao, implantagao e condugao

As plantas utilizadas consistiram de mudas de nove clones comerciais de
eucalipto (Tabela 1) propagadas por mini estaquia provenientes da rede de
pesquisas junto ao programa cooperativo sobre Tolerancia de Eucalyptus Clonais
aos Estresses Hidrico, Térmico e Bidtico (TECHS) (Binkley et al., 2017). Foram
utilizados vasos de plastico preenchidos com Latossolo Vermelho eutroférrico tipico,
textura argilosa, A moderado, caulinitico-oxidico (LVef) (Andrioli e Centurion, 1999),
proveniente de uma area da FCAV/UNESP. O solo foi previamente peneirado e
adubado com base em resultados de andlise da fertilidade de amostras enviadas
para um laboratério especializado. A adubagéao foi feita com 0,0348 g de carbonato
de magnésio, 0,1082 g de carbonato de caéicio e 1,25 g de superfosfato simples por

dm? de solo, os quais foram misturados ao solo com auxilio de uma betoneira.
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Para obtencdo do volume de solo, inicialmente os vasos foram pesados
(utilizando uma balanga eletrbnica digital) e padronizados com massa de 7 kg
(equivalente a 6,35 dm® de solo), prosseguindo-se com coleta de amostras
aleatdrias de modo a obter a densidade do solo.

Tabela 1 - Numeragao, descrigdo dos clones, identificacdo de 9 gendtipos de
Eucalyptus e clima onde cada clone foi desenvolvido conforme
classificagao de Képpen descrita por Alvares et al., (2013)

N° CLONES Genétipo Clima da regiao de
origem do clone

1 Q8 E. grandis x sp Af

2 K2 E. saligna Cfb

3 06 E. grandis Cfb

4 D4 E. grandis x E. urophylla Aw

5 C3 E. grandis x E. camaldulensis As

6 P7 E. urophylla xE. brassiana As

7 G7 E. urophylla Cwa

8 A1 E. urophylla x sp Cwa

9 B2 E. urophylla x E. grandis Aw

Posteriormente, aferiu-se a umidade do solo com amostragem deformada
pelo método gravimétrico (Reynolds, 1970). De posse da densidade e umidade
meédias de solo, obteve-se o volume de solo nos vasos derivados da seguinte
expressao:

Ds = E
Vt

onde:

Ds = densidade do solo (kg .dm™)

Ms = massa do solo seco (kg) = massa total — umidade do solo

Vt = volume total de solo seco (kg)

A irrigacédo foi realizada com base em percentuais da capacidade de
campo/vaso (CC), considerada como a capacidade de retengédo de agua do solo nos
vasos determinada em testes de laboratdério. Para tal procedimento, foram retiradas
amostras de solo dos vasos ja preenchidos (500 g) e transferidos para um funil
revestido por um filtro de papel e, posteriormente 500 mL de dgua foram adicionadas
e filtradas numa proveta. Foram realizadas seis repeticoes e, a capacidade de

retencdo de agua do solo foi medida por diferenga entre o volume de agua
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adicionado e o filtrado, acrescido da umidade do solo aferida, como procedimento
descrito acima. Logo apds, as mudas foram transplantadas para os vasos e irrigadas
com 100% da capacidade de campo para o “pegamento” das mesmas.

O experimento (Exp1) foi implantado em delineamento em blocos
casualizados, com uma planta por parcela (vaso) e seis repeticdes arranjados em
esquema de parcelas subdivididas com dois regimes de irrigagdo na parcela e nove
gendtipos de eucalipto (Tabela 1) na subparcela, totalizando 18 tratamentos. O
regime 1 (R1), correspondeu a 60% da CC, que, segundo resultados de
experimentos anteriormente realizados nas mesmas condigdes e locais, favorecem o
desenvolvimento 6timo das plantas, evitam a perda de nutrientes por lixiviagao e
permite aeracao para o sistema radicular, portanto, nao limitando ou permitindo de
maneira satisfatoria a expressao do potencial produtivo dos gendtipos (dados nao
apresentados). O regime 2 (R2), correspondente a 30% da CC, foi definido de modo
a contrastar o R1 e tornar possivel a verificacao do efeito da restricao hidrica para o
desenvolvimento das plantas, objeto de estudo do presente trabalho.

O inicio da aplicagao dos regimes de irrigagcéo ocorreu dez dias apos o plantio
das mudas, em que a evapotranspiragao reduziu o volume de agua nos vasos e
permitiu 0 acerto dos R1 e R2, nas respectivas parcelas. Para garantir a
manutencdo dos regimes de irrigacdo, diariamente dois blocos eram pesados em
balanga eletronica digital e, de acordo com suas médias calculava-se a irrigagao
necessaria. Além disso, a cada sete dias todos os vasos eram pesados e tinham o
acerto dos regimes de irrigagdo. Assim, a variagao de agua nos regimes de irrigagao
foi de, aproximadamente, 50-60% da CC para o R1 e de 20-30% no R2.

2.2, Avaliagoes biométricas

No inicio do Exp1 foram mensurados em todas as plantas o diametro do
coleto (DIAM, mm), com o uso de um paquimetro digital e o numero de folhas (NF).
Aob final do experimento, foram analisadas novamente e os resultados foram
expressos em termos de incremento absoluto entre as duas avaliagbes de cada
caracteristica. Além disso, ao final do Exp1, foi mensurada a area foliar das plantas

(cm?), com um aparelho medidor de area foliar (Li-Cor 3100); massas secas de
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folhas (MF, g), caules (MC, g) e raizes (MR, g); massa seca total (MT, g) por meio da
soma de MF, MC e MR; as relagdes entre massas secas de folhas, caule e ramos e
raizes, denominadas respectivamente como fragdo de massa de folhas (FF, %),
fragdo de massa de caule e ramos (FC, %) e fracdo de massa de raizes (FR, %); e
também foi determinada a razao raiz-parte aérea (RPA) das plantas. A area foliar
especifica (AE, cm?.g™") foi obtida da razdo entre AF e MF. Para a obtengdo das
variaveis, ao final do Exp1, as plantas foram cortadas, separadas em folhas, caule e
raizes, que, por sua vez, foram secas em estufa de secagem com circulagao forgada
de ar a 65°C, por aproximadamente 96 h, e, posteriormente, as partes foram

pesadas separadamente em balanca eletrénica de precisao.

2.3. Avaliagoes fisiolégicas

Apds 80 dias do inicio da aplicagdo dos regimes hidricos, foram realizadas
trés avaliagdes de potenciais hidricos antemanha (Pa) e ao meio dia (Pd), por meio
do método da camara de pressao (Scholander et al., 1965), seguindo as orientagbes
descritas por Turner (1981). Em cada avaliagao foi utilizada uma folha por planta, do
terco superior da copa, completamente expandida e saudavel, num total de trés
repeticoes por tratamento.

Foram obtidos os valores dos potenciais hidricos no ponto de perda de turgor
(Pt), pelo método da curva pressao-volume (Tyree e Hammel, 1972) com secagem
em bancada e ajuste da curva segundo a rotina descrita por Schulte e Hinckley
(1985), com auxilio da planilha eletrénica obtida de
www.landflux.org/resources/PV_Curve_Fitting _5.6.xls. Simultaneamente a analise
do Pt, foi avaliado o potencial osmético em hidratacdo completa das folhas (Os) pelo
método do osmbmetro e congelamento-descongelamento de discos foliares
(Callister et al., 2006; Kikuta e Ricther, 1992). As analises simultdneas de Pt e Os
foram realizadas conforme procedimentos descritos por Bartlett et al. (2012a) e
Arndt, Irawan e Sanders (2015).

Em periodo préximo as analises descritas acima, foram realizadas avaliagdes
das taxas de assimilacéo liquida de CO2 (A) e de conduténcia estomatica (g5) ao

longo do dia, nos seguintes horarios: 8-10 h, 11-12 h, 13-14 h e 15-16 h. Como
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procedimento, foram amostradas folhas do terco superior das plantas,
completamente expandidas e saudaveis, em quatro repeticbes por tratamento, nas
quais foram analisadas, com um analisador de gases a infravermelho, portatil
(LCPro+ SYSTEM, ADC) sob concentragio de CO, ambiente (400 + 10 ymol.m?2.s-
"), PPFD (densidade de fluxo de fétons fotossintéticos) de 1100 pmol.m?s™’ e
temperatura da folna mantida ambiente. As analises realizadas no horario 8-10 h
foram consideradas como avaliacbes no pico fotossintético e, a A foi denominada
taxa maxima de assimilagdo liquida de CO: (Amax), ao passo que g, foi a
condutancia estomatica no pico fotossintético (g;max).

As analises supracitadas foram realizadas utilizando-se uma unica folha por
planta, assim, visto que as plantas apresentam diferencas em relagao a éarea foliar,
tanto Amax, quanto gsmax foram ponderadas pela caracteristica AF. No momento
das avaliacdes, em cada um dos horarios a temperatura do ar e a umidade relativa,
no interior da casa de vegetagdo, foram monitoradas com um termo higrébmetro
digital, de modo a calcular o déficit de pressdo de vapor (DPV) maximo, minimo e
médio e tracar um grafico com a variagdo do DPV ao longo das avaliagbes e
confrontar com A e g;.

Foram determinados os teores de agucares soluveis totais (AST) pelo método
da Antrona (Trevelyan e Harrison, 1952), por espectrofotometria a 630 nm, utilizando
uma curva padrdo de glicose (100 pyg.mL™"), com intervalo 0,1 a 1,0 mL. Para isso,
ao final do Exp1 amostraram-se aleatoriamente folhas e raizes, que foram
previamente lavadas e secas em estufa de secagem com circulagao forgada de ar a
65 °C, por aproximadamente 96 h. O procedimento seguiu com a maceragao das
amostras em almofariz de porcelana com auxilio de um pistilo de mesmo material,
em seguida, coletados e pesados 0,1 g de amostra e colocado em tubos de
centrifuga de laboratério. Logo apds, foram acrescentados 5 ml de etanol 80%
aquecido e centrifugado por 10 min na rotagcdo maxima, em seguida, coletou-se os
sobrenadantes transferindo-os para tubos de ensaios realizando o procedimento em
duplicata. O etanol foi evaporado numa chapa aquecedora, logo apds foram
adicionados 10 ml de agua deionizada aos tubos e agitados no vortex.

Apds a extragao dos acucares, dos tubos de ensaios foram pipetados 100 ul

das amostras de folhas e 200 ul para raizes, transferidos para outros tubos, onde
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foram acrescidos 1 ml de dgua deionizada e colocados em banho de gelo por cinco
minutos. Apos foram adicionados 3 ml de reativo de antrona, agitados no vortex,
levados a banho Maria (90°C) por 10 min com posterior banho de gelo e realizado a
leitura a 630 nm num espectrofotdmetro. O teor de AST das folhas (ASF) e raizes
(ASR) foi obtido por meio da curva padrao com solugédo padrao de agucares.

Também ao fim do Exp1 foram avaliados os danos ao sistema de membranas
(Da, %), ou perda da integridade do sistema de membranas, por meio da
quantificagdo da condutividade elétrica da solugdo de embebigao de discos foliares.
Foram retirados quatro discos foliares de 1 cm de didmetro, para cada um dos
tratamentos com quatro repeticdes, os quais foram lavados superficialmente para
eliminar possiveis impurezas e, posteriormente, colocados em 75 mL de agua
deionizada a 25 °C por 24 h, para determinagdo da condutividade elétrica (CE-24h)
da solugdo. Posteriormente, a solugdo contendo os discos foliares foi fervida a
100°C, esfriada e avaliada a condutividade elétrica total da solugédo (CE-Total). O
nivel de danos ao sistema de membranas foi determinado pela relacao entre os
valores de CE-24h/CE-Total, expressa em porcentagem. Esse teste foi adaptado,
com base no teste da integridade do sistema de membranas para determinagédo do
vigor de sementes (Abdo e Paula, 2017; Vieira e Krzyzanowski, 1999).

Durante 15 dias consecutivos foram mensuradas as transpiracdes das plantas
em todos os tratamentos. Para isso, os vasos foram vedados com plastico até a
base do coleto das plantas, de modo que a agua evaporada néao fosse liberada para
a atmosfera. A quantificagdo da transpiragao foi realizada por pesagem dos vasos,
ao meio dia e ao final da tarde, com o intuito de obter a transpiracao no periodo da
manha (TM) e a transpiragdo no periodo da tarde (TT). Assim, a diferenga entre os
pesos dos vasos (somado o peso da agua irrigada) no intervalo de uma pesagem a
outra foi considera a agua liberada para a atmosfera por meio da transpiracéo das
plantas. A evapotranspiracéo (Etc) de cada tratamento foi obtida como a soma das

quantidades de agua recebida diariamente.

2.4. Anadlise de sobrevivéncia
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Paralelamente ao experimento supracitado (Exp1) foi realizado outro teste
(Exp2) com o mesmo solo utilizado para o preenchimento dos vasos, portanto nas
mesmas condi¢cdes de preparo e adubacao descrita no item 2.1. Neste experimento
(Exp2), foram utilizados os mesmos gendtipos (Tabela 1), com mudas de mesmo
lote e procedéncias utilizadas no Exp1, as quais foram implantadas em vasos com
capacidade de 20 dm3. O Exp2 foi realizado numa casa de vegetagdo similar &
utilizada em Exp1, localizada no Horto Florestal da FCAV/UNESP — Campus de
Jaboticabal, SP e implantado sob delineamento em blocos casualizados com uma
planta por parcela (vaso) e 20 repeticbes. As plantas foram bem irrigadas com o
mesmo volume de agua em todos os vasos por 30 dias, cessando-se a irrigagao a
fim de observar a capacidade de sobrevivéncia dos clones a restricado hidrica

progressiva (CS).

2.5. Analise de dados

Os dados coletados em Exp1 foram submetidos a analise diagnéstica de
residuos (Chatterjee e Hadi, 1986), com testes de homocedasticidade (Bartlett,
1937; Bartlett e Kendall, 1946; Brown e Forsythe, 1974; Levene, 1961), normalidade
(Royston, 1995; Stephens, 1986) e verificacdo de presengas de valores discrepantes
e/ou influentes. Na observancia de violagdo de um dos pressupostos foram
realizadas as pertinentes transformagdes (Box e Cox, 1964) e retirada de dados
discrepantes.

Apos anadlise diagndstica (em Exp1) foi realizada uma anélise de fatores por
meio da obtengao da matriz de correlacdes entre as caracteristicas analisadas. A
matriz de correlagdes foi decomposta para a obtengdo da matriz de carregamentos
fatoriais pelo método dos residuos minimizados (minres) (Harman e Jones, 1966)
com restricdo de modo a evitar a ocorréncia dos casos “Heywood” (Harman e
Fukuda, 1966). Para a determinacdo do numero de fatores a serem retidos foram
utilizados os métodos da analise paralela (AP) (Horn, 1965) e das médias minimas
parciais (MMP) (Velicer, 1976). Os fatores foram rotacionados por rotagao obliqua,
que considera as correlagdes entre eles (Carroll, 1957). Por fim, para interpretagao

do relacionamento entre variaveis, clones e como eles se inter-relacionam, foram
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criados gréficos biplots (Gabriel, 1971) com os constructos (varidveis latentes)
nomeando os eixos de acordo com fundamento biolégico que elas representam.

A avaliacdo da CS foi baseada no nimero médio de dias de sobrevivéncia
das plantas ap6s a interrupgao da irrigacdo (NDS). Foram estimados os erros
padrdo da média, de modo que a sobreposicdo dos desvios sobre a média fosse
considerada igualdade entre a CS. Todas as analises foram realizadas com o auxilio
do software R (R Core Team, 2017).

3. RESULTADOS

Foram retidos trés fatores (de agora adiante também denominados
constructos fisiolégicos) nas analises para ambos os regimes de irrigacao (sem
restricdo - R1 e com restrigcdo hidrica - R2), conforme os critérios da Analise Paralela
(AP) e das Médias Minimas Parciais (MMP) (Tabela 2). A por¢ao de variancia
comum que os fatores retidos explicaram (Variancia acumulada) foi de 87% e 83%,
respectivamente para R1 e R2 (Tabela 2). Individualmente, a proporgéo de variancia
explicada pelos fatores 1, 2 e 3 foram respectivamente 43%, 28% e 16% para R1 e
39%, 26% e 18% em R2 (Tabela 2). As caracteristicas potencial hidrico antemanha
(Pa), potencial hidrico em hidratagdo completa das folhas (Os) e potencial hidrico no
ponto de perda de turgor (Pt), foram retiradas da andlise de fatores no R1 por
apresentarem baixa variancia comum (comunalidade) compartilhada com as demais,
repetindo-se a analise sem a presenca dessas variaveis. De maneira similar, no R2,
as caracteristicas TT e A1 passaram pelos mesmos procedimentos e, além disso, o
carater MR apresentou altas cargas nos dois primeiros fatores, decidindo-se por
exclui-la para melhorar a interpretacéo da analise (Hair et al., 2009).

No fator 1, em R1 ficaram retidas as caracteristicas relacionadas a biomassa
alocada pelas plantas (DM1, NF1, MF1,MC1, MR1 e MT1), a area foliar especifica
(AE1), e o nivel de agua evapotranspirada (Etc1) e transpirada (TM1 e TT1) (Tabela
2), por isso, foi nomeado como “Potencial de Producdo de biomassa” (PP). Em R2 o
resultado foi semelhante, porém, os agucares soluveis totais nas folhas (ASF2)

também compde o fator 1 (Tabela 2). No entanto, no R2 as plantas foram
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submetidas a restricao hidrica e, com isso o fator 1 em R2 foi nomeado “Producao

de biomassa sob Restricdo Hidrica” (PRH).

Tabela 2 —Carregamentos fatoriais estimados (rotacionados), comunalidades (c) e
proporcao da variancia total e acumulada explicada pelos fatores retidos
(também denominados neste trabalho de constructos fisiolégicos) em
analises de caracteristicas biométricas e fisiolégicas avaliadas em
gendtipos de Eucalyptus sem restricdo (R1) e com restrigao hidrica (R2).

R1 Fator1 Fator2 Fator3 c R2 Fator1 Fator2 Fator3 c
Etc1 0,78 036 -0,15 0,86 Etc2 084 028 021 093
Pd1 033 022 077 080 Pa2 0,09 -013 081 065
Dm1 0,85 008 021 078 Pd2 026 0,58 045 0,72
NF1 097 -011 013 091 Dm2 076 029 014 078
MF1 1,00 012 018 0,98 NF2 097 013 -0,16 0,93
MC1 095 006 -017 096 MF2 1,01 -012 -0,12 0,99
MR1 0,68 059 009 099 MC2 088 028 -020 0094
MT1 0,98 005 004 098 MT2 1,00 000 -012 0,99

RPA1 0,00 098 000 097 RPA2 0,06 092 012 086
FC1 012 024 -0,96 097 FC2 026 0,74 -029 0,71

FF1 0,01 -097 028 0,96 FF2 013  -0,97 004 0,99
FR1 001 097 011 096 FR2 007 092 012 091
AF1 045 060 -013 0,67 AF2 043 026 -0,61 0,60
AE1 096 027 -021 0,90 AE2 094 013 -026 094
™1 0,90 016 -021 095 ™2 087 023 005 0,88
TT1 0,75  -001 -034 0,71 gs2 054 0,75 012 074

A1 033 078 053 0,99 Da2 0,01 004 086 075
gs1 0,53 058 030 063 0s2 000 051 069 0,81
Da1 023 008 079 069 Pt2 023 017 080 078

ASR1 046 0,71 018 087 ASR2 012  -0,64 050 0,59
ASF1 0,21 056 059 0,81 ASF2 086 023 028 0,82
Proporgagoda 4 43 528 0,16 Proporgagoda 29 o 018
variancia variancia
Variancia 043 071 0,87 Variancia 039 064 083
acumulada acumulada

Etc = Evapotranspiragéo; Pa = potencial hidrico antemanha; Pd = potencial hidrico ao meio dia; Dm =
didmetro do coleto; NF = nimero de folhas; MF = matéria seca de folhas; MC = matéria seca de caule
e ramos; MR = matéria seca de raizes; MT = matéria seca total; RPA = razao raiz-parte aérea; FF =
fracdo de matéria seca de folhas; FC = fragdo de matéria seca de caule e ramos; FR = fragéo de
matéria seca de raizes; AF = area foliar; TM = transpiragédo no periodo da manha; TT = transpiragao
no periodo da tarde; A = taxa maxima de assimilagao liquida de CO5; gs = condutancia estomatica no
pico fotossintético; Da = dano ao sistema de membranas; OS = potencial osmoético no em hidratagéo
completa; Pt = potencial hidrico no ponto de perda de turgor; ASR = agucares sollveis totais nas
raizes; ASF = aguUcares sollveis totais nas folhas.

Obs: Os sufixos 1 e 2 localizados ap6s as siglas das caracteristicas da tabela se referem
respectivamente aos regimes de irrigacdo R1 (bem irrigado) e R2 (com restricao hidrica).
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Em R1, as caracteristicas Razdo Raiz-Parte Aérea (RPA), Fracdo de massa
de Raiz (FR), Area Foliar (AF), taxa de assimilag&o liquida de CO2 (A) e condutancia
estomatica (g,) tiveram cargas fatoriais altas e positivas no fator 2, ao passo que as
caracteristicas Fracdo de massa de Folhas (FF) e teor de Agucares Soluveis nas
Raizes (ASR) tiveram cargas negativas neste fator (Tabela 2).

O fator 2 esta relacionado com a alocagédo de carbono, mais precisamente
com a fracdo de biomassa direcionada abaixo ou acima do solo, assim, em R1 foi
nomeado “Alocacao de carbono Sem Restricao Hidrica” (ASRH). Em R2, o fator 2
apresentou o mesmo padrao de R1 e, além disso, esta correlacionado com potencial
hidrico ao meio dia (Pd2) mais negativo (houve inversdo de sinal nos valores de
entrada dos dados para andlise) e com alocagao de carbono em caule e ramos
(Fracdo de massa de caule e ramos - FC2). Por isso, o fator 2 em R2 foi nomeado
“Alocacao de carbono Com Restricao Hidrica” (ACRH).

O fator 3, no R1, foi correlacionado com potencial hidrico ao meio dia (Pd1)
mais negativo (houve inversdo de sinal nos valores de entrada dos dados para
analise, como comentario anterior), danos ao sistema de membranas (Da1) e teor de
Acucares Soluveis totais nas Folhas (ASF1), apresentado cargas positivas e, do
mesmo modo, porém com cargas negativas, esta relacionado com Fragao de massa
seca alocado no caule e ramos (FC1) (Tabela 2). Isso sugere uma relagdo com o
“Status Hidrico” das plantas (SH), sendo esta sua nomeacéo. Para R2, por sua vez,
no fator 3, possuem cargas altas positivas as caracteristicas potencial hidrico
antemanha, dano de membranas de células foliares (Da2), potencial hidrico em
hidratagdo completa das folhas (Os2) e potencial hidrico no ponto de perda de turgor
(Pt2) ambos mais negativos (houve inversao de sinal nos valores de entrada dos
dados para andlise), enquanto o carater Area foliar (AF2), possui carga mediana
negativa (Tabela 2). Portanto em R2, o fator 3 além de estar relacionado com o
status hidrico, da indicios do status osmotico das plantas, sendo nomeado como
‘Regulagcdo Osmatica” (RO) (Tabela 2).Em resumo, a Analise de Fatores
Exploratéria identificou seis constructos fisioldgicos: 1. Potencial de Produgédo de
biomassa (PP); 2. Produgédo de biomassa sob Restricdo Hidrica (PRH); 3. Alocagao
de carbono Sem Restrigao Hidrica (ASRH); 4. Alocagéo de carbono Com Restricdo
Hidrica (ACRH); 5. Status Hidrico (SH); 6. Regulagdo Osmética (RO).
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A resposta fisiolégica dos clones quanto a A e g; mensurados ao longo do dia
(Figura 1a-d) foi mais diferenciada entre os gendtipos em R1, onde demonstra maior
amplitude e quedas menos acentuadas. Independentemente do regime de irrigagao
e do gendtipo, tanto A como g, decresceram a medida que houve aumento na
demanda atmosférica (DPV; Figura 1e), porém, os clones A1 e P7 tiveram o pico de
A quando se acentuava o aumento do DPV (Figura 1c¢). Com isso, os clones A1 e P7
possuem taxa maxima de assimilagéo liquida de CO2 (Amax) até o horario entre 10-
11h, diferentemente dos demais cujo horario correspondente foi entre 9-10h. O DPV
aumentou linearmente até o horario entre 13-14h, estabilizando-se e decrescendo
entre 15-16h (Figura 1e). Neste ponto, de maneira geral, os clones amenizaram a
queda ou aumentaram A e g, em R1 (Figura 1 a, c) e, visivelmente em R2 o clone
D4 aumentou A com o decréscimo de DPV (Figura 1d).

Os clones 06 e B2 sao os que demonstraram maior Potencial de Producao de
biomassa (PP), mantendo-se superior aos demais quando submetidos ao déficit
hidrico (maior PRH) (Figuras 2 e 3). Contrariamente, o clone P7 foi o que teve
menores PP e PRH (Figuras 2 e 3), seguidos por Q8 e A1, enquanto os clones D4,
G7, K2 e C3 apresentaram desempenhos intermediarios. Em relagéo a alocagao de
carbono sem (ASRH) e com restricdo hidrica (ACRH), os clones mostraram ter
estratégias diferentes quanto ao investimento do carbono assimilado acima ou
abaixo do solo. Assim, sem restricdo hidrica (ASRH), os clones G7, Q8 e A1
investiram mais carbono para raizes em relacao aos demais clones, apresentando
reducao na alocagao para folhas, estratégia inversa a adotada por P7, K2, D4 e O6
(Figuras 2 e 4).

Os clones mais relacionados com investimento em raizes para ASRH
apresentaram maior A e g, no periodo de maxima atividade fotossintética (8-10h —
Figura 1c), enquanto aqueles que investiram mais em folhas acumularam Agucares
Soluveis nas Raizes (ASR; Figuras 2 e 4). Os clones C3 e B2 tiveram baixa relagao
com ASRH, respectivamente com maior e menor grau. No regime com limitagdo
hidrica (R2), os clones que investiram mais carbono em raizes, também o fizeram
para ramos, apresentando redugdo no potencial hidrico (Pd2) em periodo quente do
dia e apds horario de maxima atividade fotossintética, sendo esta a configuragado do

constructo ACRH. Quando submetidos a restricao hidrica, para os clones P7, O6,
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D4, Q8 e A1 os direcionamentos para a alocagdo de carbono (ACRH) foram
semelhantes a ASRH, no mesmo tempo em que B2 direcionou maior investimento

em raizes, caule e ramos (Figura 2b).
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Figura 1 — Condutancia estomatica (gs; a e b) e taxa de assimilagao liquida de CO; (A; c e
d) ao longo do dia (em fungéo do horario de avaliagdo) em clones de Eucalyptus
bem irrigados (R1) e submetidos a restricao hidrica (R2), com os déficits de
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pressao de vapor (DPV; e) médio (circulos marcadores entre as barras), minimo
(limite inferior da barra) e maximo (limite superior da barra) correspondente aos
horéarios de avaliagéo.

Os clones G7 e K2 nao tiveram relagdo com a estratégia de alocagédo de

carbono acima ou abaixo do solo quando submetidos a restricdo hidrica (proximos a

origem do grafico para o constructo ACRH - eixo y), diferentemente ao ocorrido sem

restricdo (ASRH) e, C3 exprimiu baixa relagao tanto com alocagéao de carbono tanto

sem (ASRH) como com (ACRH) restricao hidrica (Figuras 2 e 4).
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Figura 2 — Biplots de constructos fisiolégicos (Fator1 — eixo x vs Fator2 — eixo y)

obtidos na analise de fatores exploratéria (AFE) com caracteristicas
biométricas e fisiologicas mensuradas em clones de Eucalyptus
submetidos a regimes de irrigagdo sem restricdo (R1; A) e com restricéo
hidrica (R2; B). Valores entre parénteses representam o percentual de
variancia explicada pelo constructo. As siglas identificadas com o par
letra-nimero em preto sdo os clones e as siglas em vermelho sdo as
caracteristicas avaliadas (os numeros 1 e 2 na sequencia das siglas em
vermelho s&o respectivamente a identificagdo dos regimes sem

restricdo (R1) e com restricdo hidrica (R2)).
PP = Potencial de Produgdo de biomassa; ASRH = Alocacdo de carbono Sem Restricdo Hidrica; PRH =
Produgéo de biomassa sob restrigdo hidrica; ACRH = Alocagéo de carbono Com Restrigdo Hidrica.

Os clones G7 e C3, na observancia do constructo fisiolégico Status Hidrico

(SH; fator 3 no R1), denotam menor estado de hidratagao do tecido vegetal quando

bem irrigadas, em contrapartida, Q8 destoa-se como o mais hidratado (Figuras 3 e
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4). Os clones A1 e P7, e, 06, D4 e K2, foram mais e menos hidratados,

respectivamente, porém em menor magnitude, enquanto B2 parece estar em estado

intermediario quanto a hidratagédo (Figuras 3 e 4). K2, C3 e A1, nesta ordem, foram

os clones mais relacionados com a regulagdo osmética apresentando acumulo de

solutos nas folhas quando submetidos a restricdo hidrica (valores positivos para

RO), enquanto B2, Q8, O6 e P7 foram os que demonstraram baixas quantidades de

solutos (valores negativos para RO) e, por fim, G7 e D4 ndo possuiram relagdo com

este constructo (valores proximos de zero para RO) (Figuras 3 e 4).
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Figura 3 — Biplots de constructos fisiolégicos (Fator1 — eixo x vs Fator3 — eixo y)

obtidos na analise de fatores exploratéria (AFE) com caracteristicas
biométricas e fisiologicas mensuradas em clones de Eucalyptus
submetidos a regimes de irrigagdo sem restricao (R1; A) e com restricao
hidrica (R2; B). Valores entre parénteses representam o percentual de
variancia explicada pelo constructo. As siglas identificadas com o par
letra-nimero em preto sdo os clones e as siglas em vermelho sdo as
caracteristicas avaliadas (os numeros 1 e 2 na sequencia das siglas em
vermelho s&o respectivamente a identificacdo dos regimes bem

irrigados (R1) e com restricdo hidrica (R2)). PP = Potencial de
Produgdo de biomassa; SH = Status Hidrico; PRH = Produgdo de biomassa sob restrigdo hidrica; RO =
Regulagdo Osmdtica.

Na avaliacao da capacidade de sobrevivéncia dos clones apds suspensao

total da irrigagéo (Exp2), o clone P7 foi o que sobreviveu por mais tempo (em média

25 dias), seguido por K2 (em média 21 dias) (Tabela 3). B2 e A1 foram os clones

gue sobreviveram menos tempo apds a suspensao da irrigagéo e os demais clones
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(G7, 06, D4 e C3) tiveram sobrevivéncia intermediaria, em média de 20 dias (Tabela

3).
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Figura 4 — Biplots de constructos fisiolégicos (Fator2 — eixo x vs Fator3 — eixo y)

obtidos na analise de fatores exploratéria (AFE) com caracteristicas
biométricas e fisiologicas mensuradas em clones de Eucalyptus
submetidos a regimes sem restricdo (R1; A) e com restricao hidrica (R2;
B). Valores entre paréntese representam o percentual de variancia
explicada pelo constructo. As siglas identificadas com o par letra-
numero em preto sdo os clones e as siglas em vermelho sdo as
caracteristicas avaliadas (os numeros 1 e 2 na sequencia das siglas em
vermelho s&o respectivamente a identificacdo dos regimes bem

irrigados (R1) e com restrigao hidrica (R2)).
ASRH = Alocagéo de carbono Sem Restrigdo Hidrica; SH = Status Hidrico, ACRH = Alocagao de carbono
Com Restrigao Hidrica; RO = Regulagdo Osmoética.

Tabela 3 — Numero de dias de sobrevivéncia das plantas apoés interrupcdo da

irrigacdo (NDS), e a capacidade de sobrevivéncia de clones de
Eucalyptus a restricdo hidrica (CS), onde letras iguais representam
sobreposicao dos erros padroes em torno das médias.

Clone NDS CS
P7 25 a
K2 21 b
G7 20 c
06 20 c
D4 20 c
C3 20 c
Q8 19 d
A1 18 e
B2 18 e
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4. DISCUSSAO

As caracteristicas biométricas e fisioldgicas avaliadas no presente estudo, no
contexto da andlise multivariada, permitiram a obtencédo de constructos fisiolégicos
relacionados as estratégias manifestadas pelas plantas frente a disponibilidade
hidrica, no qual se diferenciam geneticamente. Os constructos obtidos na AFE tanto
para R1 quanto para R2, explicam alta proporcao da variancia total dos dados. O

primeiro fator obtido na AFE retém a maior proporgéo da variancia (Hair et al., 2009)
e concentrou as caracteristicas relacionadas a producao de biomassa pelas plantas
tanto com, quanto sem restricdo hidrica (Tabela 2). O constructo PP foi tido como
base para percepgao do potencial dos clones na producdo de biomassa com
disponibilidade hidrica, separando os mais produtivos (06 e B2) dos que
apresentaram produtividades intermediarias (C3, K2, D4 e G7) e menores
produtividades (P7, Q8 e A1) (Figuras 1 e 2). Sob restricdo hidrica, os clones tiveram
desempenhos semelhantes, a quando sem restricdo, quanto a produgao de
biomassa (constructo PRH). No entanto, o acumulo de agucares soluveis nas folhas
parece ter importancia preponderante para manutencédo deste padrdo. De fato, o
carbono assimilado pelas plantas por meio da fotossintese, dentre outras funcdes,
pode ser alocado para crescimento, manuten¢cdo do metabolismo, protegéo e turgor
celular, assim como pode ser reservado para usos posteriores como carboidratos
nao estruturais, tendo, como formas principais, moléculas de amido, sacarose,
glicose e frutose (Chapin Ill et al., 1990; Kozlowski, 1992; O’'Brien et al., 2014). Os

clones expressaram uma relacdo inversa quanto a alocacdo de carbono acima e
abaixo do solo, isto é, quando produziram maior quantidade de biomassa na parte
aérea, apresentaram menor producdo de raizes e vice-versa. Os clones que
alocaram mais carbono nas raizes tiveram relagdo com maior A e gs no horario de
maxima atividade fotossintética (Amax, e gsmax; Figura 1 a-d). Isto pode ser devido
ao maior investimento em tecido xilematico, podendo aprimorar a capacidade das
plantas na manutencdo da condutividade hidraulica (Bourne et al.,, 2017).
Condutividade hidraulica e capacidade fotossintética das folhas sao caracteristicas
positivamente correlacionadas (Amax e gs), uma vez que, a taxa maxima de

fotossintese é restringida pelo fornecimento vascular de agua, isto &, pelo papel
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central do xilema em suprir agua para as folhas, que, por sua vez, perdem agua
pelos estdbmatos na medida em que assimilam CO2 (Brodribb e Feild, 2000; Pratt e
Jacobsen, 2017; Santiago et al., 2004).

Neste sentido, em relagdo ao constructo ACRH, os clones que priorizaram a
alocacgéao para raizes (A1, Q8 e B2), também expressaram maior fragédo de biomassa
no caule e ramos (FC), o que amplia o aparato xilematico das plantas (Gleason et
al., 2012), permitindo maior desempenho em assimilagdo de carbono nas horas mais
favoraveis (periodo da manha) e, como observado, reduz o potencial hidrico ao meio
dia (Pd; Figuras 2 e 4). Isto pode estar relacionado com a eficiéncia hidraulica no
xilema, em que a agua ‘perdida’ durante a transpiracdo pode ser pronta e
rapidamente reposta, minimizando o déficit hidrico foliar, mantendo a turgescéncia
das células com a concomitante manutencao da abertura estomatica e difusdo de
CO2 para o interior dos cloroplastos (Pratt e Jacobsen, 2017). Sendo assim, o clone
Q8 ¢é o que apresenta maior eficiéncia hidraulica no xilema, pois € o mais hidratado
(maior SH; Figura 3A) e com maior gs ao longo do dia (Figura 1a) quando bem
irrigado. Com efeito, espécies crescendo em ambientes com alta disponibilidade
hidrica e alto DPV, evitam alta tensdo no xilema (queda de potencial hidrico), isto €&,
interrupcado do fluxo hidrico, numa dada taxa de transpiragéo, reduzindo os riscos
prejudiciais da cavitagao (Gleason et al., 2013; Pita et al., 2003). Na sequéncia, A1 e
B2 sao os outros clones com eficiéncia hidraulica no xilema. O clone B2, apesar de
aparente menor eficiéncia hidraulica (menor ACRH; Figura 2B) em relagéo a A1, e
principalmente Q8, foi o mais eficiente na produgdo de biomassa (tanto sem (PP)
quanto com (PRH) restricdo hidrica), com baixa condutancia estomatica ao longo do
dia (Figura 1a-b), o que indica maior Eficiéncia no Uso da Agua (EUA) dentre eles
(Farquhar et al., 1989; Lawson e Blatt, 2014; Strobl et al., 2017).

Por outro lado, os clones retidos no eixo negativo do constructo ACRH (P7,
06 e em menor magnitude D4; Figura 2B), investem menos carbono em raizes e
mais em folhas. Esses clones parecem estar relacionados com seguranga hidraulica,
estratégia que permite as plantas manterem o metabolismo ativo e sobreviverem em
ambientes de baixa disponibilidade hidrica (alta tensdo no xilema), podendo lidar
com algumas bolhas de gas dentro dos condutos xilematicos numa dada tenséo, isto

€, suportar em maior nivel o efeito do embolismo (Brodribb e Feild, 2000; Garzén et
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al., 2018; Gleason et al., 2012; Gleason et al., 2016). Neste sentido, P7 seria o clone
com maior seguranga hidraulica (Figura 2B), fato que pode explicar a maior
capacidade de sobrevivéncia (CS) dentre os clones avaliados (Tabela 3). P7
também foi o genétipo com maior Area foliar Especifica (AE; Figuras 2 e 3), o que
pode estar relacionado com a formacao de tecido palicadico menos espesso, com
reflexo na reducdo do numero de cloroplastos € na quantidade de enzimas
fotossintetizantes, o que minimiza a capacidade fotossintética por unidade de area
foliar (Evans e Poorter, 2001). De fato, P7 tem menor gsmax em ambos os regimes
de irrigagdo (Figura 1a-b), assim como estd entre os clones que apresentaram
menor Amax (Figura 1c-d), o que resultou na menor produgao de biomassa dentre
os clones avaliados (PP e PRH; Figura 2). O clone O6, assemelhando-se a P7 esta
relacionado com a segurancga hidraulica (apesar de menor proporgao) e também
possui baixa gs ao longo do dia (Figura 1a-b), no entanto, apresentou alta produgao
de biomassa. Essas observacdes indicam que, assim como B2, O6 aparenta alta
EUA. Os gendtipos G7 e K2 foram contrastantes quanto a alocagdo de carbono
quando houve maior disponibilidade hidrica (ASRH; Figura 2A), no entanto
apresentaram semelhanga sob restrigdo (ACRH; Figura 2B), o que demonstra maior
plasticidade para estes clones neste quesito.

O acumulo de agucares solluveis nas raizes demonstrou estar relacionado
com a hipétese de seguranga hidraulica. De fato, experimento com espécies
arbdreas em casa de vegetagdo demonstrou que as espécies mais tolerantes a seca
aumentaram a concentracdo de acucares sollveis no caule e raiz, paralelamente ao
decréscimo desses nas espécies nao tolerantes (Maguire e Kobe, 2015). Os
estoques de carboidratos realizados pelas plantas sdo inversamente relacionados
com a tolerancia a desidratagdo e, portanto, resisténcia a cavitagdo (Pratt e
Jacobsen, 2017). Isto se deve ao fato das plantas converterem agucares de cadeia
complexa (amido e frutanos) em agucares simples e, a fim de fornecer energia sao
transportadas das folhas para caules, estruturas reprodutivas e raizes (Hodecker et
al., 2018; Ruan et al., 2010; Sevanto et al., 2014). Os clones que apresentaram
maior eficiéncia hidraulica (Q8, A1 e B2), como comentario acima, também foram os
que expressaram menor CS (Tabela 3), o que sugere que estes clones sdo 0os mais

sensiveis a cavitagdo. A cavitagdo causa instabilidade no fluxo xilematico quando a
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demanda hidrica ultrapassa o fornecimento de agua e déficits tensionam o xilema
além do ponto critico de falha hidraulica e, com isso, causa a entrada de gases nos
conduits funcionais durante a seca (Dixon e Joly, 1895; Pratt e Jacobsen, 2017). Os
clones mais relacionados com alta eficiéncia hidraulica foram os que demonstraram
menor relagcdo com a hipétese de seguranga, assim como a relagdo inversa
mostrou-se verdadeira (Figuras 2B e 4B).

Esses resultados estdo de acordo com o fato de que ainda ndo foram
encontradas na natureza, em estudos realizados, espécies vegetais com ambas
altas eficiéncia e seguranga hidraulica no xilema (Gleason et al., 2016; Pratt e
Jacobsen, 2017; Santiago et al., 2018). A principal explicagado é que a eficiéncia é
limitada pelo custo de obter seguranga xilematica a cavitagdo. No entanto, foram
encontradas muitas espécies com baixa seguranga e baixa eficiéncia. Assim,
poderia ser intuitivo que os clones proximo a origem em relagédo ao constructo ACRH
(K2, G7, C3 e D4; Figura 2B) poderiam ter baixas eficiéncia e seguranca hidraulica
no xilema, o que explicaria a capacidade de sobrevivéncia (CS) intermediaria
(Tabela 3). No entanto, o clone K2 foi o segundo com maior CS, o que pode estar
relacionado com o ajuste osmaético por aumentar a concentragdo de soluto na célula
e manter o turgor celular (Hsiao et al., 1976; Munns, 1988; Turner, 2018). Com
efeito, K2 foi o que demonstrou maior RO (Figuras 3B e 4B), relacionando-se com
maior acumulo de solutos na célula (maior dano de membranas - Da e potencial
hidrico antemanha - Pa mais negativo), com potencial hidrico no ponto de perda de
turgor (Pt) e potencial osmotico hidratagdo completa das folhas (Os) mais negativos,
as quais sao consideradas caracteristicas indicadoras de tolerancia a seca, portanto,
relacionadas com a capacidade das plantas em tolerar condicbes de déficit hidrico
(Bartlett et al., 2012b; Bartlett et al., 2014; Mart et al., 2016; Zhu et al., 2018). Em
conformidade com isso, tem-se observado que espécies de Eucalyptus parecem
acionar mecanismos de regulacdo osmoética como maneira de suportar a seca
(Merchant et al., 2007; Zolfaghar et al., 2015). No entanto, o clone A1, apesar de
estar relacionado com o constructo RO (Figuras 3B e 4B), teve baixa CS (Tabela 3),
indicando que a hipotese de seguranga hidraulica teve maior influéncia na

sobrevivéncia das plantas do que RO.
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Frequentemente o acumulo de agucares nos tecidos das plantas tem sido
relacionado ao ajuste osmotico (Chaves et al., 2003; Hodecker et al., 2018; Nardini
et al., 2011; O'Brien et al., 2014; Secchi e Zwieniecki, 2011; Sevanto et al., 2014;
Turner, 2018). Entretanto, no presente estudo, tanto o acumulo de Agucares
Soluveis nas Folhas (ASF) quanto nas raizes (ASR) ndo apresentaram relagdo com
RO, o que provavelmente indica baixa contribuicdo com a osmolaridade,
corroborando os resultados de Merchant at al. (2006), que observaram que os
agucares contribuiram com apenas 5-10% da osmolaridade total em espécies de
Eucalyptus. Com isso, assim como o referido estudo, nossos resultados sugerem
que o acumulo de acucares soluveis nas folhas e raizes observado é translocado no
interior das plantas a fim de fornecer energia para reagées metabdlicas e lidar com o
estresse abidtico, dado que, a habilidade de mobilizar agucares pode influenciar a

tolerancia a seca (Chaves et al., 2003; Sala et al., 2010).

4.1. Implicagdes para o melhoramento e comparagao com o desempenho no

campo

Os gendtipos avaliados demonstraram comportamentos diferentes,
apresentando variacbes quanto aos constructos obtidos na analise de fatores
exploratéria. Assim, ha desde clones que demonstraram maior relacdo com a
hipétese de seguranca hidraulica (P7, O6 e D4 em ordem decrescente quanto a
magnitude da seguranga) até aqueles que estdo mais relacionados com a eficiéncia
hidraulica (Q8, A1 e B2) e entre eles, gendtipos que exprimiram maior eficiéncia no
uso da agua (B2 e 0O6), o que lhes permitiu maior capacidade de conversao do
carbono assimilado em biomassa. Além disso, foram observados gendtipos cuja
estratégia de lidar com a seca esta relacionada com o ajuste osmotico (K2 e C3),
assim como genoétipos que denotam maior plasticidade quanto a alocagao e
conversao de carbono em biomassa (K2 e G7). Estes gendtipos sé&o oriundos de
selecado dentro de programas de melhoramento genético por diferentes empresas o
que pode ser a causa dessa diversidade de comportamentos apresentada. Com
isso, genes teriam sido selecionados de acordo com as estratégias adotadas em

regides alvo de implantagdo dos gendtipos pelas empresas o que pode também
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caracterizar uma forte interagdo G x A, onde o desempenho dos clones é regido
pelas caracteristicas locais, ou de outro modo, de acordo com os atributos
ambientais (Malosetti et al., 2013).

As caracteristicas mais diretamente relacionadas a aspectos
fisiolégicos das plantas demonstram ter um bom controle genético em eucalipto
(Bourne et al., 2017; Hodecker et al., 2018; Kruse et al., 2018; Merchant et al., 2006;
Pita et al., 2003; Silva et al., 2016; Yang et al., 2018). Esses estudos expbem a
influencia das caracteristicas fisiolégicas relacionadas a relagdes hidricas (Bourne et
al., 2017; Pita et al., 2003), fotossintese (Silva et al., 2016; Yang et al., 2018) e
acumulo de carboidratos (Hodecker et al., 2018; Kruse et al., 2018) na variabilidade
genética em eucalipto. Em comum acordo com esses estudos, o presente trabalho
evidencia o potencial uso destas caracteristicas num programa de melhoramento, a
fim de obter gendtipos mais tolerantes e adaptaveis as condigdes de déficit hidrico.

As diferentes respostas do eucalipto ao estresse por déficit hidrico além de
variarem de acordo com a severidade e duracao do estresse, variam com o material
genético e estagio de desenvolvimento. No entanto, os achados na literatura, assim
como os derivados do presente estudo, relatam resultados obtidos em fases jovens
de desenvolvimento (mudas e/ou plantas jovens) e sob condigdes controladas, as
quais dificultam a extrapolacdo dos resultados para condicdes de campo, onde o
ritmo de desenvolvimento do estresse, as condicbes de Iluz, temperatura,
competicdo por espago e nutrientes sao diferentes, assim como o periodo de
escassez de agua tende a ser mais prolongado com plantas mais velhas e
estruturas morfofisioldgicas diferentes (Hodecker et al., 2018; Poorter et al., 2016).
Sendo assim, se tratando de uma analise exploratéria, buscamos relacionar as
interacbes G x A apresentadas no campo com possiveis processos fisioldgicos
identificados sob condi¢cdes controladas, as quais, como descrito anteriormente, sao
passiveis de controle genético.Os clones analisados no presente estudo provém do
programa cooperativo sobre Tolerancia de Eucalyptus Clonais aos Estresses
Hidrico, Térmico e Bidtico (TECHS), o qual se encontra brevemente descrito na
introducédo e detalhado em Binkley et al. (2017). Os autores expdem os resultados
de quatro anos contendo os clones utilizados no presente trabalho ao longo de

varios locais, resultando em diferentes condigdes ambientais. Com isso, para
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comparagao de nossos resultados com o desempenho no campo, a discussao a
seguir sera fundamentada nos resultados de Binkley et al. (2017). O ranking de

produtividade média dos clones nos locais do TECHS se encontra na Figura 5.
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Figura 5 — Ranking de produtividade média (m3. ha'. ano™) de 18 clones de
Eucalyptus em 20 sitios de experimentagcédo (Extraido de Binkley et al.
(2017)). Os desempenhos dos clones estdao em ordem decrescente do
topo para baixo; A produtividade média dos locais (m®. ha'. ano™)
estdo em ordem crescente da direita para a esquerda.

Os clones B2 e O6 foram os que apresentaram maior produgdo de biomassa,
assim como exprimiram maior eficiéncia no uso da agua em nosso trabalho. No
campo, estes genotipos estdo entre os clones do TECHS com maior produtividade
média nos locais de clima tropical (o clone B2) e subtropical (o clone O6) (Figura 5).
Isto pode ser devido as espécies arbdreas com rapida taxa de crescimento ter maior
plasticidade, ajustando melhor sua morfologia para resistir as condigcdes adversas
(Maseda e Fernandez, 2016). O clone O6, com capacidade de sobrevivéncia (CS)
intermediaria (Tabela 3), alto potencial de produgdo de biomassa sobre
disponibilidade hidrica (Figura 2A) e, aparentemente, alta eficiéncia no uso da agua,
no campo parece corresponder a essas caracteristicas quando avaliado em locais
de clima subtropical com baixo déficit hidrico (Figura 5). O clone B2, no presente

trabalho, demonstrou baixa CS (Tabela 3), relacionando-se com a alta eficiéncia
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hidraulica, o que indicaria bom desempenho em climas mais Umidos e efeitos
drasticos da cavitagdo com possivel alta taxa de mortalidade em ambientes sujeitos
a restricao hidrica (Bourne et al., 2017; Gleason et al., 2013). Compativel com esses
indicios, Binkley et al. (2017) relatam que o clone B2 atingiu alta produtividade nos
locais mais favoraveis e muito menor nos mais restritivos. No entanto, pouco se
pode atestar sobre a capacidade de sobrevivéncia destes gendtipos, uma vez que
as avaliagdes no campo sao em idades de meia rotacdo, podendo haver mudancas
no desempenho dos clones até o corte das arvores. Além disso, nao foram
consideradas as parcelas com restricdo hidrica nos resultados apresentados pelos
pesquisadores, o que, se e quando considerado, poderdao resultar nas mesmas
observagdes do comentario anterior.

O clone P7, seguido por Q8, foram os gendtipos com menor produgédo de
biomassa com e sem restricao hidrica (Figura 2), condizente com os resultados no
campo, onde apresentaram as menores produtividades médias nos locais de clima
tropical (o clone P7) e subtropical (o clone Q8) (Figura 5). Q8 também foi avaliado
nos locais tropicais estando entre os menos produtivos. O clone P7 foi o que
demonstrou maior CS (Tabela 3) e, no campo apresentou alta sobrevivéncia em
local com alta taxa de mortalidade (dados ndo apresentados), o que pode estar
relacionado com a hipétese de segurancga hidraulica apontada em nosso estudo. Por
outro lado, Q8 expressou baixa CS (Tabela 3), mas, de maneira semelhante a B2,
apresenta comportamento uniforme de desempenho no campo (Figura 5). Porém
sao validos os mesmos comentarios feitos para B2 em relagcédo a sobrevivéncia dos
clones. Contudo, o gendtipo Q8, no clima subtropical (com baixo déficit hidrico) foi o
menos produtivo, o que condiz com a baixa eficiéncia no uso da agua observada em
nosso estudo em casa de vegetacao.

O gendtipo C3 foi o terceiro de maior potencial de produgédo de biomassa (PP;
Figura 2A) e, no campo, sob baixo déficit hidrico (locais subtropicais) esteve entre os
mais produtivos (Figura 5). Quando submetido a restricdo hidrica, na casa de
vegetacéo, foi superado por outros clones (D4, G7 e K2; Figuras 2B e 3B) e, por fim,
esteve entre os menos produtivos nos locais tropicais no campo (Figura 5). Este
clone apresentou relagdo com a regulagado osmaética (RO) e teve CS intermediaria,

contudo, de acordo com relatos de Binkley et al. (2017), a produtividade do clone C3
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esta relacionada com o padrao de distribuicdo da vespa da galha, demonstrando alta
suscetibilidade a praga. Também foram observados sintomas da praga em algumas
plantas em nosso trabalho, porém nado foram computados os danos. Estas
observacoes dificultam a avaliacdo de C3, assim como dificultam, também relacionar
0 mecanismo de regulagao osmética com o desempenho nos locais mais restritivos.

O clone K2 é o gendtipo que aparenta maior regulagao osmatica (Figuras 3B
e 4B) além de exibir baixas eficiéncia e seguranga hidraulica no xilema (conforme
sugerido anteriormente aqui). Por sua vez, exibiu um nivel intermediario quanto a
producéo de biomassa com e sem restricdo hidrica na casa de vegetagao (Figura 2),
de maneira semelhante em relagéo ao ranking quanto a produtividade no campo na
maioria dos locais de clima tropical (Figura 5). Porém, esta relacdo nao foi
observada nos locais com menor déficit hidrico (locais subtropicais), uma vez que
nesses sitios ficou ranqueado como um dos menos produtivos. Seguranga hidraulica
e ajuste osmético sdo mecanismos correlacionados (Zhu et al., 2018), o que torna
contraditério os achados a respeito do gendtipo K2 diante a restricdo hidrica. Outra
caracteristica envolta ao clone K2 é a maior alocagdo de carbono nas folhas (FF;
Figura 2A) quando submetido a boa disponibilidade de agua, o que ndo ocorreu sob
restricdo hidrica (Figura 2B), de maneira semelhante ao observado para o clone G7.
Este gendtipo, por sua vez, teve desempenho semelhante ao clone K2 quanto a
producao de biomassa e alocacido de carbono, e também por estarem proximos, e
de desempenho intermediario, no ranking de produtividade em locais tropicais
(Figura 5). Entretanto, K2 foi melhor na maioria dos locais mais produtivos. K2 e G7
diferiram em nosso estudo apenas em relacdo a RO e, portanto, a divergéncia
observada em K2 quanto a seguranga vs RO pode estar relacionada com o fato de
que ha muitos genes envolvidos na expressdo dos mecanismos das plantas em lidar
com o estresse (Khan et al., 2015).

O clone D4, em nosso estudo, foi o que demostrou maior plasticidade,
demonstrando relagdo razoavel com a hipotese de seguranga hidraulica (eixo
negativo de ACRH, conforme comentado anteriormente), também apresentou CS
mediana e ficou sempre entre os intermediarios quanto a producdo de biomassa,
independentemente do regime de irrigacdo (Figuras 2-4). Estas caracteristicas

podem estar relacionadas com o desempenho deste gendtipo no campo, em que o
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mesmo apresentou maior média de produtividade nos locais tropicais e o mais
responsivo a temperaturas mais amenas e aumento da precipitagdo, conforme
reportado por Binkley et al. (2017). Isto indica a presenga de genes interessantes
para serem utilizados em cruzamentos estratégicos num programa de melhoramento
visando obter gendtipos com maior plasticidade fenotipica.

Por fim, o clone A1 aponta a maior discrepancia entre os resultados do
presente estudo com as observagdes no campo. Este clone é tido pelas empresas
como altamente adaptavel aos ambientes de elevada temperatura e déficit hidrico,
apresentando alta produtividade e rapido crescimento. Em nossos resultados ele se
apresentou como o terceiro clone com menor produgédo de biomassa (em ambos os
regimes hidricos), demonstrou relagcdo com a RO, alta eficiéncia hidraulica e baixa
relagdo com a hipdtese de segurancga hidraulica (Figuras 2-4), o que resultou em
baixa capacidade de sobrevivéncia (Tabela 3). No entanto, foi o0 melhor no ranking
quanto ao desempenho médio nos locais tropicais e intermediario nos subtropicais
(Figura 5). Nossos resultados concordam parcialmente com os observados no
campo. Contudo, pode auxiliar, com moderado nivel de compreensao, a inferir sobre
as peculiaridades da variabilidade genética para algumas caracteristicas fisiolégicas
de gendtipos que foram selecionados ao longo do tempo pelos programas de
melhoramento de eucalipto no Brasil. A hipétese de seguranga hidraulica apesar de
se mostrar coerente com a CS, nao se relacionou diretamente com a regulagéo
osmotica, o que indica a necessidade de avaliacdo efetiva desta caracteristica para
o melhor entendimento desta relagdo. Além das varidveis incluidas em nosso
estudo, outras caracteristicas importantes (por exemplo, teor de amido (Maguire e
Kobe, 2015), potencial hidrico e perda de condutividade hidraulica (Bourne et al.,
2017; Pita et al., 2003), preenchimento do xilema para lidar com o embolismo (Klein,
2014; Klein et al., 2018), dindmica dos carboidratos n&o estruturais em resposta ao
déficit hidrico (Hodecker et al., 2018; Maguire e Kobe, 2015), niveis de espécies
reativas de oxigénio (Barradas et al., 2018), entre outros) podem ser avaliadas na
fase jovem em estudo acerca do déficit hidrico e, com isso, num processo de
fenotipagem, ser utilizadas para relacionar com o desempenho dos gendétipos no
campo. Além disso, pode encorajar futuros estudos envolvendo abordagens com

AFE ou outras técnicas multivariadas que possibilitem a insercao de variaveis
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fisiolégicas (como exemplo, as descritas acima) que permitem extrair informagdes

relevantes em auxilio a pesquisa e também ao setor florestal.

5. CONCLUSOES

A Analise de Fatores Exploratéria demonstra ser eficiente na obtengcao de
constructos fisiolégicos e com sentido biolégico no estudo sobre o efeito do déficit
hidrico com eucalipto e também identifica semelhancas e diferencas de carater
fisiologico entre clones. Neste sentido, os clones em estudo, demonstram que séo
diferentes entre si, alguns em menor e outros em maior nivel, exprimindo diferentes
comportamentos para lidar com o déficit hidrico. Os resultados obtidos condizem
parcialmente com as observagdes dos gendtipos em campo. No entanto, permitem
tracar, com moderado nivel de compreensao, algumas peculiaridades a respeito da
variabilidade genética na fisiologia de gendtipos de eucalipto oriundos de selegao
em programas de melhoramento. De maneira geral, os constructos fisiolégicos
podem ser utilizados em ensaios preliminares num processo de fenotipagem.
Sugerimos futuros estudos que envolvam abordagens multivariadas e que
possibilitem a insercdo de variaveis fisiolégicas que permitem extrair informagdes

relevantes em auxilio a pesquisa e ao setor florestal.
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CAPITULO 4 - Parametros biométricos e fisiolégicos no estudo da eficiéncia no
uso da agua em clones de Eucalyptus sob diferentes
disponibilidades hidricas: um auxilio as estratégias de

melhoramento

RESUMO - As florestas plantadas de eucalipto vém enfrentando limitacdes para
crescimento e ganhos em produtividade devido aos efeitos das variagdes climaticas.
Estresses por déficit hidrico € um dos disturbios mais impactantes, com isso, a boa
adaptacao das espécies de eucalipto no Brasil podera sofrer mudancas em relagao
a vulnerabilidade dos gendtipos nos locais de plantio, assim como em novas areas
de expansédo. Para o desenvolvimento de florestas mais produtivas e homogéneas,
apresentando alta sobrevivéncia, é necessario selecionar e utilizar gendtipos mais
tolerantes a seca e eficiente no uso da agua. Por meio de avaliagbes de
caracteristicas biométricas e fisiolégicas em gendétipos de Eucalyptus sujeitos a
diferentes disponibilidades hidricas, o presente trabalho buscou avaliar a eficiéncia
no uso da agua de nove clones ao nivel de folhas e de planta inteira, assim como
verificar a correspondéncia destas duas abordagens. Além disso, foi averiguado se
os teores de acucares nas plantas esta relacionado com a disponibilidade hidrica e
com a tolerdncia a seca dos gendtipos, bem como buscou-se comparar o0s
resultados obtidos com o comportamento dos gendtipos em campo aos quatro anos
de idade. Os resultados demonstraram que ha diferencgas entre eficiéncia no uso da
agua ao nivel de folhas e de planta inteira. Assim, a eficiéncia no uso da agua ao
nivel de planta inteira e a producdo de biomassa total relacionaram-se com o
desempenho dos clones no campo e indica que a alocacao de biomassa para raizes
deve ser considerada de maneira especial. O acumulo de agucares em folhas e
raizes esta relacionado com o mecanismo de ajuste osmético. Por fim, o estudo de
caracteristicas biométricas e fisioldgicas pode auxiliar nas estratégias de
melhoramento de eucalipto.

Palavras-chave: agucar, condutadncia estomatica, déficit hidrico, fotossintese,
melhoramento genético
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CHAPTER 4 - Biometric and physiological parameters in the study of the water
use efficiency in Eucalyptus clones under different water

functionalities: an aid to breeding strategies

ABSTRACT - Eucalyptus planted forests are facing constraints to growth and
productivity gains due to the effects of climatic variations. Stress due to water deficit
is one of the most shocking disturbances, so the good adaptation of eucalyptus
species in Brazil may change with respect to the vulnerability of genotypes at
planting sites, as well as in new areas of expansion. For the development of more
productive and homogeneous forests with high survival, it is necessary to select and
use more drought tolerant and water efficient genotypes. Through of biometric and
physiological characteristics evaluations of Eucalyptus genotypes subject to different
water availability, the present work sought to evaluate the water use efficiency of nine
clones at leaf and whole plant level, as well as to verify the correspondence of these
two approaches. In addition, it was investigated whether sugar content in plants is
related to water availability and drought tolerance of the genotypes, as well as to
compare the results obtained with the behavior of the genotypes in the field at four
years of age. The results demonstrated that there are differences between water use
efficiency at leaf and whole plant level. Thus, the water use efficiency at the whole
plant level and the total biomass production were related to the performance of the
clones in the field and indicates that the biomass allocation to roots should be
considered in a special way. The accumulation of sugars in leaves and roots is
related to osmotic adjustment mechanism. Finally, the study of biometric and
physiological characteristics may aid in eucalyptus breeding strategies.

Key words: sugar, stomatal conductance, water deficit, photosynthesis, genetic
improvement
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1. INTRODUGAO

O crescimento e a produtividade das florestas em ambientes tropicais sao
diretamente influenciados pelas caracteristicas climaticas sendo, dentre elas, a
temperatura e precipitagdo sdo consideradas as principais (Feng et al., 2018). A
frequéncia, intensidade e distribuicdo geografica dos disturbios causados pelas
variacdes climaticas tém aumentado consideravelmente e, postula-se que o nivel
desses disturbios tende a aumentar continuamente (Yousefpour et al., 2017). Logo,
a alta adaptacao de gendtipos de eucalipto podera sofrer mudangas em relagéo a
vulnerabilidade desses nos locais de plantio, assim como em areas de expansao das
culturas (Booth, 2013; Gongalves et al., 2013). O desenvolvimento de florestas
plantadas de eucalipto com gendtipos tolerantes a seca e mais eficientes no uso da
agua é um desafio e a0 mesmo tempo uma oportunidade real, a ser enfrentado
pelos melhoristas (Payn et al., 2015), o que estimula a elaboragdo de estratégias
cada vez mais praticas e eficientes para selegéo.

A obtengdo de culturas com alta eficiéncia no uso da agua (EUA) é uma
questdo importante no sentido de aumentar o fornecimento de agua para uso
doméstico e minimizar impactos ambientais (Wallace, 2000). Além disso, ha um
conflito ético e filoséfico entre a distribuicdo e uso da agua para a satisfacédo das
necessidades do ser humano e para sustentar ecossistemas saudaveis (Wallace et
al., 2003). O entendimento do uso e eficiéncia da agua no nivel de planta inteira
(EUA, ) € o ideal para descrever efetivamente a relagdo agua-carbono num nivel
organizacional significativo (Cernusak et al., 2007; Evans et al., 2013) e ndo apenas
localizado num dado momento como quando a eficiéncia no uso da agua € medida
ao nivel foliar (EUA; ) (Medrano et al., 2015).

A producdo de biomassa relativa a quantidade de agua consumida
(considerando a evapotranspiragdo como consumo total de &gua) remete ao
conceito tradicional de eficiéncia no uso da agua ao nivel de planta inteira (EUA,)
utilizada para a produgao das culturas (Steduto et al., 2007; Medrano et al., 2015).
Assim, alta EUA, maximiza o crescimento das plantas, as quais respondem
positivamente com maior potencial de captacdo de agua do solo e permite maior

desempenho em relagdo a plantas mais conservativas no uso da agua (Salazar-
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Tortosa et al., 2018). De outro modo, com baixa EUA, um solo com alta umidade
pode ndo ser suficiente para compensar o estresse causado pelo aumento da
temperatura num cenario de variagdes climaticas, intensificando o efeito da seca
(Breshears et al., 2013).

Estas questbes estdo relacionadas com a habilidade de fechamento dos
estdmatos quando ha aumento da demanda atmosférica (controle estomatico), a
qual varia entre as espécies (Liu et al., 2018). O controle estomatico é tido como um
mecanismo de resposta das plantas ao déficit hidrico, em que espécies que fecham
os estdbmatos quando ha baixa a moderada demanda atmosférica em detrimento da
assimilagdo de carbono possuem maior seguranga a falha hidraulica, enquanto
espécies que mantém por mais tempo os estObmatos abertos possuem maior
transpiragcdo, portanto maior risco de falha hidraulica (McDowell et al., 2008).
Durante a dessecagao das folhas, o fechamento estomatico usualmente se

correlaciona com o ponto de perda de turgor (lllppt) das folhas e com o movimento

de ions nas membranas das células guardas (Brodribb et al., 2003). O principal guia
do ¥,,, € o potencial hidrico na saturagdo completa do tecido foliar (¥,)
concomitantemente com a relagéo entre a tolerancia das plantas ao déficit hidrico
(Bartlett et al., 2012; Bartlett et al., 2014; Mart et al., 2016).

Durante periodos prolongados de seca, sdo observados acumulos de
carboidratos nao estruturais nas plantas (CNE) (Chapin Ill et al., 1990), que sao
utiizados como fonte de energia para o metabolismo e defesa da planta,
manutencdo do turgor celular e fotossintese (McDowell, 2011). Porém, quando a
seca € muito severa, o fechamento estomatico acarreta na paralizacdo da
fotossintese, com isso, as plantas utilizam os CNE estocados (Maguire e Kobe,
2015) e, com o esgotamento desses carboidratos as plantas podem morrer de “fome
de carbono” (McDowell, 2011). De outro modo, as plantas podem sofrer embolismo
no xilema, acarretando na falha hidraulica, visto que o transporte de agua nas
plantas e a produgdo e condugdo de carboidratos estdo intimamente relacionados
(Sevanto et al., 2014; Trifilo et al., 2017). O’Brien et al. (2014) sugeriram, ainda, que
os CNE estdo ainda relacionados com o potencial hidrico das plantas durante a
seca, assim como Secchi e Zwieniecki (2011) e Savi et al. (2016) relataram sua

participacdo no mecanismo das plantas em se recuperar do embolismo.
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O padréao de alocagéo de biomassa entre os 6rgaos/partes das plantas variam
com o tempo, idade e ambiente em que elas estdo expostas (Poorter et al., 2012).
Também foi observado que as caracteristicas funcionais das plantas mudam de
acordo com a ontogenia, tais como: o padrdo de trocas gasosas (condutancia
estomatica — gs e taxa de assimilagdo de CO. — A); eficiéncia no uso da agua e
expansao foliar (Mediavilla e Escudero, 2003); a relagao fonte-dreno de carbono (C)
da vegetacdo e do solo (Zhou et al., 2015); a dindmica de acumulo e uso de
carboidratos (Hartmann et al., 2018). No entanto, recomendado com certa cautela,
foi concluido que os resultados baseados em caracteristicas morfofisiolégicas
obtidos em plantas jovens ou na fase de mudas podem ser extrapolados para a
idade adulta (Cornelissen et al., 2003; Poorter et al., 2016; Hartmann et al., 2018).

Por meio de avaliagbes de caracteristicas biométricas e fisiolégicas em nove
clones de Eucalyptus sujeitos a diferentes disponibilidades hidricas, o presente
trabalho teve por objetivos: i) avaliar a eficiéncia no uso da agua dos gendtipos ao
nivel de folhas e de planta inteira, assim como verificar a correspondéncia entre
estas duas abordagens; ii) averiguar se o teor de agucares nas plantas esta
relacionado com a disponibilidade hidrica e com a tolerancia dos gendétipos a seca;
iii) comparar os resultados obtidos com o comportamento dos genétipos em campo
aos quatro anos de idades em diferentes ambientes utilizando resultados da
literatura; iv) averiguar se os resultados oriundos de experimentos em fase de
mudas podem ser usados para tragar estratégias em programas de melhoramento

com eucalipto.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Descrigao do experimento

A caracterizagao fisica e climatica do local assim como os detalhes da
preparacao e implantagao do experimento encontra-se descritos, respectivamente,

nos itens 2.1.1 e 2.1.2 no capitulo 3 do presente trabalho.
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O experimento foi realizado em casa de vegetacdo com delineamento em
blocos casualizados, uma planta por parcela (vaso) e seis repeticdes arranjados em
esquema de parcelas subdivididas com trés regimes hidricos na parcela e nove
gendtipos de eucalipto (Tabela 1) na subparcela, totalizando 27 tratamentos. O
regime hidrico 1 (R1), foi submetido com 60% da capacidade de campo/vaso (CC)
que, por sua vez, permite o desenvolvimento 6timo das plantas, evitando a lixiviagao
e permitindo a aeracdo para o sistema radicular, de acordo com resultados de
experimentos anteriormente realizados nas mesmas condigdes e locais (dados nao
apresentados). No regime hidrico 2 (R2) foi aplicado 45% da CC, enquanto o regime
hidrico 3 (R3) foi irrigado com 30% da CC, de modo a contrastar o R1 e tornar
possivel a verificacdo do efeito da restricdo hidrica para o desenvolvimento das

plantas, objeto de estudo do presente trabalho.

Tabela 1- Numeragdo, descricdo dos clones, identificagdo de 9 gendtipos de
Eucalyptus e clima onde cada clone foi desenvolvido conforme
clissificagao de Koppen descrita por Alvares et al., (2013)

N° CLONES Genétipo Clima da regiao de
origem do clone

1 Q8 E. grandis x sp Af

2 K2 E. saligna Cfb

3 06 E. grandis Cfb

4 D4 E. grandis x E. urophylla Aw

5 C3 E. grandis x E. camaldulensis As

6 P7 E. urophylla xE. brassiana As

7 G7 E. urophylla Cwa

8 A1 E. urophylla x sp Cwa

9 B2 E. urophylla x E. grandis Aw

A aplicagdo dos regimes de irrigagcdo iniciaram-se apdés dez dias da
implantagédo, quando a evapotranspiragado reduziu o volume de agua nos vasos e
permitiu o acerto de R1, R2 e R3, nas parcelas correspondentes. Para garantir a
manutencéo dos regimes de irrigacdo no experimento, diariamente dois blocos eram
pesados numa balanga eletrénica digital e, de acordo com suas médias calculava-se
a irrigacao necessaria. Além disso, a cada sete dias todos os vasos eram pesados e
tinham o acerto dos regimes de irrigagcédo. Este procedimento garantiu uma variagao
aproximada de agua nos regimes em 50-60% da CC para R1, 35-45% em R2 e 20-

30% para R3, conforme observado na pesagem dos vasos.
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2.2, Avaliagoes biométricas

Toda agua irrigada diariamente em cada planta foi utilizada para a obtengéo
da evapotranspiragcédo (Etc) de cada tratamento por meio da soma das quantidades
de agua recebida diariamente. Com isso, todas as caracteristicas biométricas foram
expressas como razao de litro de agua evapotranspirada. As caracteristicas,
didmetro do coleto (DIAM, mm) e numero de folhas (NF) foram analisadas e
expressas como incremento absoluto conforme descrigdo no item 2.2 do capitulo 3.
Portanto, foram obtidas as caracteristicas, incremento absoluto em didmetro do
coleto por litro de agua evapotranspirada (DIAM, mm) e incremento absoluto em
numero de folhas por litro de agua evapotranspirada (NF). De maneira semelhante,
ao final do experimento, foi mensurada a &rea foliar por litro de &gua
evapotranspirada (AF, cm?) com um aparelho medidor de area foliar (Li-Cor 3100);
massas secas por litro de agua evapotranspirada de folhas (MSF, g), caule e ramos
(MSC, g) e raizes (MSR, g); massa seca total por litro de agua evapotranspirada
(MST, g) a partir da soma de MSF, MSC e MSR.

Para a obtencao das variaveis, ao final do experimento, as plantas foram
cortadas, separadas em folhas, caule e raizes, que, por sua vez, foram secas em
estufa de secagem com circulagao forgada de ar a 65 °C por aproximadamente 96 h
e, posteriormente as partes foram pesadas separadamente em balancga eletronica de

precisao.

2.3. Avaliagoes fisiolégicas

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas fisioldgicas: potencial osmaético
em hidratagcdo completa (¥,) pelo método do osmbébmetro e congelamento-
descongelamento de discos foliares (KIKUTA e RICHTER, 1992; Callister et al.,
2006); taxas de assimilagédo liquida de CO2 (A) e de condutancia estomatica (g);
teores de acgucares soluveis totais nas folhas (ASTF) e raizes (ASR) (Trevelyan e
Harrison, 1952); transpiragdo no periodo da manha (TM) e transpiragédo no periodo
da tarde (TT). O detalhamento e procedimentos destas analises estdo no item 2.3 do
capitulo 3. No entanto, as avaliagbes das taxas de assimilagao liquida de CO2 (A) e
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de condutancia estomatica (g,) foram tomadas nos periodos do dia de maxima e de
minima atividade fotossintética. Assim, foram obtidas as taxas maxima (Ay) e
minima (4,,) de assimilacdo liquida de CO2 e de condutancias estomaticas maxima
(gsm) e minima (gsm)-

Foram avaliados os teores de agucares redutores das folhas (ARF) e raizes
(ARR), por meio do método de Somogy-Nelson (Nelson, 1944; Somogyi, 1945), por
espectrofotometria a 620 nm, utilizando-se uma curva padrao construida a partir de
uma solugéo de glicose (100 ug.mL™") com intervalo de 0,1 a 1,0 mL. Folhas e raizes
foram amostradas aleatoriamente ao final do experimento, previamente lavadas e
secas em estufa de secagem com circulagdo forgcada de ar a 65 °C por
aproximadamente 96 h. Logo apds, as amostras foram maceradas em almofariz de
porcelana com auxilio de um pistilo de mesmo material, posteriormente, foram
coletados e pesados 0,1 g de amostra transferindo-as para tubos de centrifuga de
laboratério. Em seguida, foram acrescentados 5 mL de etanol 80% aquecido e
centrifugado por 10 min na rotacdo maxima, coletando-se os sobrenadantes e
transferindo-os para tubos de ensaios realizando o procedimento em duplicata. O
etanol foi evaporado numa chapa aquecedora, logo apds foram adicionados 10 mL
de agua deionizada aos tubos e agitados no vortex.

Na sequéncia da extracdo dos acgucares, dos tubos de ensaios foram
pipetados 100 uL das amostras de folhas e 200 uL para raizes, transferidos para
outros tubos, onde foram acrescidos 2 mL de agua deionizada e 1 mL de reagente
de Somogy. Os tubos foram colocados em banho-maria por 10 minutos, em seguida
esfriados e acrescentados 1 mL de reagente de Nelson em cada tubo. Por fim, foram
acrescentados 6 mL de agua deionizada em cada tubo e aguardados 10 minutos
antes de iniciar as leituras no espectrofotbmetro a 620 nm. O teor de acucares
redutores das folhas (ARF) e raizes (ARR) foram obtidos por meio da curva padrao
com solugao padrao de acucares.

A eficiéncia intrinseca no uso da agua ao nivel de folhas foi obtida pela razédo
entre taxas de assimilacdo liquida de CO2 (A) e de condutancia estomatica (g;)
(A/g,), analisados por um analisador de gases a infravermelho, portatil (LCPro+
SYSTEM, ADC), e, de agora adiante sera referida somente como eficiéncia no uso

da agua ao nivel de folhas. Este procedimento foi realizado em dois horarios do dia,
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no periodo de maxima atividade (8-10h) e de menor atividade fotossintética (13-
16h). Portanto, as eficiéncias no uso da agua ao nivel de folhas nos periodos de
maxima e de menor atividade fotossintética foram denominadas, respectivamente,
de EUAgy e EUAgy,. Ao nivel de planta inteira a eficiéncia no uso da agua (EUA,) foi
considerada como a quantidade de biomassa produzida (g) por litro de agua

evapotranspirada (MST).

2.4. Analise de sobrevivéncia

A capacidade de sobrevivéncia dos clones a restricdo hidrica (CS) foi
realizada por meio de experimento paralelo, com o0 mesmo solo, adubacido e
gendtipos do mesmo lote e seu detalhamento esta descrito no item 2.4 do capitulo 3

deste trabalho.

2.5. Anadlise de dados

Os dados coletados foram submetidos a analise diagndstica de residuos
(Chatterjee e Hadi, 1986), com testes de homocedasticidade (Bartlett, 1937; Bartlett
e Kendall, 1946; Levene, 1961; Brown e Forsythe, 1974), normalidade (Stephens,
1986; Royston, 1995) e verificacdo de presencas de valores discrepantes e/ou
influentes. Na observancia de violagdo de um dos pressupostos foram realizadas as
pertinentes transformagdes (Box e Cox, 1964) e retirada de dados discrepantes.

Em seguida, realizou-se a andlise de variancia e o teste de comparagdes
multiplas (teste de Tukey, a = 0,05). Os dados foram analisados sob esquema de
parcela subdividida utilizando o seguinte modelo estatistico:

Yijk = u+ b +1+ 6y + gi + (rg) i + €iji
Em que:
Y;jx = valor observado para a variavel em estudo no k-ésimo bloco, do i-ésimo
gendtipo sob o j-ésimo regime de irrigagao;
u = média geral;

b, = efeito aleatério do k-ésimo bloco;
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r; = efeito fixo do j-€simo regime de irrigagéo;
dy; = efeito residual das parcelas, caracterizado como componente do erro a;
g; = efeito fixo do i-ésimo gendtipo;
(gr);j = efeito fixo da interagdo entre o i-ésimo genodtipo no j-ésimo regime de
irrigacao;
g;ji = efeito residual das subparcelas, caracterizado como componente do erro b;
De posse da analise de variancia, os clones foram comparados quanto a
significancia dos efeitos e interagbes e realizados o0s correspondentes

desdobramentos.

3. RESULTADOS

Houve efeito significativo de clones para todos os caracteres sob estudo, o
que demonstra diferengas no comportamento entre os gendtipos para as
caracteristicas avaliadas (Tabelas 2 e 3). Do mesmo modo, exceto para o carater
taxa maxima de assimilac&o liquida de CO2 (4, ), o efeito dos regimes de irrigacéo
foi significativo sobre as demais caracteristicas avaliadas (Tabelas 2 e 3). A
interacdo Clone x Regime de irrigacdo foi significativa para algumas das
caracteristicas, necessitando, portanto, realizar-se o desdobramento a fim de
estudar cada caso adequadamente (Tabelas 2, 3 e 4).

O padrao de classificagao dos clones para a producdo de biomassa total
(dados nao apresentados) ndo diferiu da massa seca total por litro de &agua
evapotranspirada (MST). Nesse sentido, para as caracteristicas biométricas, que,
por sua vez, denotam a produgdo e alocacdo de biomassa nos diferentes
compartimentos da planta, o clone P7 foi o menos produtivo para DIAM, NF, MSF,
MSC e MSR, o que resultou em menor produgédo de biomassa total por litro de agua
evapotranspirada (MST; Tabela 2). Na sequéncia, o clone Q8 foi um dos menos
produtivos, estando entre os que apresentaram os menores valores para essas
caracteristicas. Por outro lado, o clone O6 foi o que exprimiu maior MST,
apresentando maior alocagao de biomassa nas folhas (MSF), ao passo que B2 teve

producédo de biomassa total igual, porém, juntamente com os clones A1, G7 e C3
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demostrou alta produgéo de biomassa nas raizes (MSR) (Tabela 2). O clone A1, no
entanto, apresentou menor investimento na alocagédo de biomassa no caule e ramos
(MSC) e folhas (MSF), conferindo a este clone menor MST em relagdo aos
gendtipos mais produtivos (Tabela 2). Os clones C3 e K2 foram os que
manifestaram menor &rea foliar por litro de &gua evapotranspirada (AF),
diferenciando-se dos gendtipos G7 e B2, que, nesta ordem, apresentaram altos
valores de AF. No entanto, os clones C3 e K2 possuem diferengcas quanto a
morfologia foliar, em que o primeiro apresentou folhas maiores em relagdo ao
segundo, uma vez que possui menor NF com mesma area foliar (Tabela 2). O clone
D4 possui potencial intermediario quanto a producdo de biomassa, apresentando
menor investimento em raizes, assim, ficou entre os clones com menor MSR.

Os clones apresentaram comportamento diferenciado quanto a algumas
caracteristicas fisioldgicas frentre aos regimes de irrigagdo, uma vez que a interagao
Clones x Regime de irrigacédo foi significativa para parte dessas
caracteristicas(Tabela 3). Porém, para Ay, EUAsy , EUAfp,, ASTR, DIAM, NF, MSF,
MSC, MSR, MST e AF a interacao Clone x Regimes de Irrigacdo foi ndo significativa
(Tabela 3). Interessante notar que o comportamento dos clones foi distinto quando
consideradas as caracteristicas Ay e A,, , por exemplo, em que para a primeira além
de n&o haver efeito significativo do regime de irrigagdo e nem da interagdo C x R,
para a segunda, a interagcdo significativa evidencia comportamento diferenciado
entre os clones e dependente do regime de irrigacdo, necessitando estudar os
efeitos de acordo com os desdobramentos correspondentes. O mesmo ¢é valido para
as caracteristicas gsy, gsm, TM, TT, ¥, , ASTF e ARF (Tabela 3).

Os gendtipos P7 e K2 (esse nao diferiu estatisticamente de Q8 e A1), nesta
ordem, exprimiram menor taxa de assimilagao liquida de CO2 (4, ) no periodo mais
favoravel do dia (8-10h) (Tabela 3), além disso, nao apresentaram redu¢céo em gsy
quando diminuiu a disponibilidade hidrica (R1, R2 e R3) contrastando com os clones

com maiores Ay (Tabela 4; Parte B).



Tabela 2 — Significancia dos efeitos fixos (Teste F) e aleatdrios (Teste de razdo de verossimilhanga — LRT), coeficiente de variagao
experimental (CV%), média geral e comparagao multipla entre clones de Eucalyptus e regimes de irrigagdo bem
irrigados (R1), sob irrigacdo intermediaria (R2) e com restricdo hidrica (R3) para caracteristicas diferentes
caracteristicas. evapotranspiracido (ETP) e transpiracdo (periodo da manha — TM e periodo da tarde — TT).

ETP DIAM NF MSF MSC MSR MST/EUA, AF TPM TPT
Fontes de Variagao (mm) (em L) (gL (g L) (gL (gL (em2L") (L m?) (L.m2)
Teste F
RI o ok ok o o o ok ok o ok
CLONE ok ok ok ok ek ok ok ok ok ok
RI*CLONE ** ns ns ns ns ns ns ns * e
LRT p-value p-value p-value p-value p-value p-value p-value p-value p-value p-value
Bloco 1,00 0,18 0,01 0,25 0,02 0,07 0,13 0,11 0,15 0,79
Bloco*RI 0,05 0,09 1,00 0,01 0,02 0,01 0,03 0,02 2,0E-03 1,0E-03
CV% 3,83 12,74 14,20 12,18 10,69 16,0 10,70 11,10 1,04 10,04
Média 37,404 0,220 3,907 5,749 0,627 0,610 6,984 83,553 3,272 4,87E-04
Regimes de
irrigagao
R1 46,53 0,180 C 335C 4,88 C 0,57 B 0,52 B 597C 75,38 B 7,0E-04 6,1E-04
R2 38,58 0,215B 3,95B 570 B 0,63 A 0,65 A 6,97 B 83,08 B 5,6E-04 5,3E-04
R3 27,10 0,264 A 4,42 A 6,67 A 0,68 A 0,66 A 8,01 A 92,20 A 3,9E-04 3,2E-04
Erro padrao 0,281 6,9E-03 0,122 0,191 0,0240 0,032 0,208 2,715 2,2E-05 2,0E-05
CLONES
A1 37,79 0,220 abc 347¢c 5,29 cd 0,56 d 0,73 a 6,60 cd 84,84 abcd 5,1E-04 4,6E-04
B2 38,80 0,248 a 4,41b 6,18 b 0,71 ab 0,75a 7,67 ab 88,08 ab 5,6E-04 5,0E-04
C3 38,03 0,220 abc 3,48 ¢ 5,75 bc 0,63 cd 0,68 abc 7,02 be 75,60 d 5,6E-04 5,3E-04
D4 36,99 0,215 be 4,28 b 6,14 b 0,67 be 0,54 d 7,35 be 86,06 abc 5,5E-04 5,1E-04
G7 37,58 0,223 abc 4,70 ab 6,14 b 0,62 cd 0,70 ab 7,43 b 91,19 a 5,3E-04 4,8E-04
K2 37,22 0,240 ab 4,13 b 6,02 be 0,67 be 0,57 d 7,26 be 76,40 cd 5,4E-04 4,8E-04
P7 33,94 0,182d 2,38d 424 e 0,38 e 0,31e 4,93 e 82,91 abed 4,7E-04 3,9E-04
06 38,46 0,236 ab 5,03a 7,02 a 0,77 a 0,62 bed 8,40 a 85,81 abc 5,7E-04 5,2E-04
Q8 37,82 0,196 cd 3,28 ¢ 4,98 d 0,63 cd 0,59 cd 6,20 d 81,10 bed 5,5E-04 5,0E-04
Erro padrao 0,368 8,3E-03 0,165 0,219 0,026 0,034 0,243 3,021 2,3E-05 1,9E-05

ns = ndo significativo com a = 0,05; * significativo com a < 0,05;** significativo com a < 0,01; *** significativo com a < 0,001; ETP - evapotranspiragcao (ETP); DIAM = Didmetro
do coleto (cm) por litro de agua evapotranspirada; NF = Numero de folhas por litro de agua evapotranspirada; MSF = Massa seca de folhas (g) por litro de agua
evapotranspirada; MSC = Massa seca de caule (g) por litro de agua evapotranspirada; MSR = Massa seca de raizes (g) por litro de agua evapotranspirada; MST/EUA,, =
Massa seca total (g) por litro de agua evapotranspirada/Eficiéncia no Uso da Agua no nivel de planta inteira; AF = Area foliar (cm?2) por litro de agua evapotranspirada; TM -
transpiragdo no periodo da manha; TT — transpiragéo no periodo da tarde.

€0l



Tabela 3 — Significancia dos efeitos fixos (Teste F) e aleatérios (Teste de raz&o de verossimilhanca — LRT), coeficiente de variagéo
experimental (CV%), média geral e comparagao multipla entre clones de Eucalyptus e regimes de irrigagdo bem
irrigados (R1), irrigacdo intermediaria (R2) e com restricdo hidrica (R3) para caracteristicas fisioldgicas.

A EUA,, EUA,,

M 9Sm Ay, ISm
Fontes de (M"';;la) (umol CO2  (mol H:0  (umol COz.m2.s)/ (umol CO2  (mol 20  (umol COz.m2 s1)/ (ASTF_l) (AST'ﬁ) ( ARF_l) ( ARR_l)
Variagdo .m2s1) .m2s1) (mol H20.m-2.s1) .m2s1) .m2 s1) (mol H20.m2 s1) me g me g me g me g
Teste F
RI * ns * * * * o ns * ns *
CLONE ok ok ok ok ok ok * ok * o .
RI*CLONE * ns * ns * e ns * ns * ns
LRT p-value p-value p-value p-value p-value p-value p-value p-value p-value p-value p-value
Bloco 0,40 0,20 0,05 0,84 0,24 0,21 0,40 0,70 0,02 0,85 0,07
Bloco*RI 0,20 5,0E-04 0,05 0,01 3,0E-03 0,02 0,50 1,00 1,00 0,01 1,00
CV% 11,43 17,66 23,30 17,45 22,47 31,65 19,89 16,41 42,16 17,75 30,39
Média 1,17 3,165 0,159 20,981 2,317 0,084 31,072 40,60 15,98 44,24 28,03
Regimes
de
irrigagdo
R1 1,10 329 A 0,17 19,78 B 2,64 0,11 24,89 B 41,19 18,87 A 45,28 32,74 A
R2 NA 330 A 0,18 18,98 B 2,41 0,09 28,05 B NA
R3 1,24 290 A 0,12 24,18 A 1,91 0,05 40,28 A 40,01 13,08 B 43,20 23,32 B
Errcf 18,704 0,299 0,019 1,217 0,223 0,004 1,330 1,260 2,850 3,312 2,707
padrao
CLONES
A1 1,26 3,17 bed 0,16 20,24 be 2,51 0,089 31,74 ab 42,01 12,77 ab 50,48 23,58 b
B2 1,24 3,68 ab 0,17 22,91 ab 2,51 0,086 31,57 ab 38,73 13,10 ab 47,78 25,30 b
C3 1,30 3,33 abc 0,17 20,33 bc 2,47 0,088 32,56 ab 50,48 16,93 ab 42,92 26,37 ab
D4 1,02 3,32 abc 0,18 18,87 ¢ 2,10 0,084 29,38 b 38,66 20,28 ab 40,37 29,21 ab
G7 1,06 3,74 a 0,19 20,86 bc 2,80 0,100 30,83 ab 49,06 15,85 ab 51,51 28,08 ab
K2 1,35 2,65 de 0,14 19,64 be 1,94 0,069 28,52 b 36,94 16,88 ab 38,45 33,50 ab
P7 1,10 232e 0,09 25,50 a 1,93 0,059 36,07 a 32,13 22,87 a 40,36 39,67 a
06 1,04 3,37 abc 0,17 21,53 be 2,46 0,091 30,72 ab 44,64 14,60 ab 49,59 25,36 b
Q8 1,14 2,90 cd 0,16 18,95 ¢ 2,13 0,088 28,25 b 32,73 10,52 b 36,73 21,19b
Errcf 1,9E-05 0,284 0,019 1,118 0,215 0,089 1,690 2,610 3,540 3,784 3,792
padrao

ns = ndo significativo com a = 0,05; * significativo com a < 0,05; ** significativo com a < 0,01; *** significativo com a < 0,001; ¥, = Potencial osmético na saturagéo completa das folhas;
Ay = taxa maxima de assimilag&o liquida de CO2; gs, = Condutancia estomatica maxima; EUA,, = Eficiéncia no uso da agua ao nivel de folhas no horario de 4, ; 4,, = taxa minima de assimilagéo liquida de
COg; gs,, = Condutancia estomatica minima; EUAg, = Eficiéncia no uso da agua ao nivel de folhas no horario de 4,,; ASTF = Teor de agucares soluveis totais nas folhas; ASTR = Teor de agucares soluveis
totais nas raizes; ARF = Teor de aguUcares redutores nas folhas; ARR = Teor de aglcares redutores nas raizes. NA = Nao Avaliado.
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Tabela 4 — Desdobramento da interagdo Clone x Regime de irrigagdo significativa (a < 0,05) em experimento com clones de Eucalyptus para

as caracteristicas: evapotranspiracdo (ETP), condutancia estomatica maxima (gsy) € minima (gs,,), taxa de assimilagido de CO,
liquida minima (4,, ), transpiragdo no periodo da manha (TM) e da tarde (TT), potencial osmético na saturagdo completa (¥), teor
de agucares soluveis totais nas folhas (ASTF) e teor de agucares redutores nas folhas (ARF). No desdobramento de clones dentro
de regime de irrigagdo (Parte A), clones com médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si dentro do regime de irrigacido
considerado ao nivel de significancia com a < 0,05. No regime de irrigacdo dentro de clones (Parte B), regimes de irrigagdo com
médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si dentro do clone considerado ao nivel de significancia com a < 0,05. Obs: NA
= ndo avaliado

Parte A — Clones dentro de regime de irrigagao

ETP

gsu A ISm ™ T Y. ASTF ARF

m
(mm) (mol H2O0m2s-1) (umol CO; m2 s) (mol H20m+2 s+) (L m?) (L m?) (MPa) (mgg?) (mg g?)
R1
Clone Médias Clone Médias Clone Médias Clone Meédias Clone Médias Clone Médias Clone Meédias Clone Médias Clone Médias
B2 49,26 a C3 0,208 a G7 3,25 a A1 0,134 a B2 78E-04 a D4 71E-04 a C3 1,22 a G7 57,22 a A1 58,67 a
06 48,34 ab D4 0,205 a C3 3,22 ab Q8 0,133 a o6 7,7E-04 ab C3 69E-04 a K2 1,21 a C3 54,36 ab G7 56,62 a
C3 4757 abc G7 0,204 a A1 3,21 ab C3 0,132 a C3 75E-04 abc 06 6,7E-04 ab B2 1,16 a A1 43,4 abc B2 45,68 ab
A1 47,08 abc A1 0,194 ab 06 272 abc G7 0,124 ab Q8 7,2E-04 abc B2 6,6E-04 ab P7 1,14 a 06 41,41 bc C3 45,60 ab
Q8 46,95 abc Q8 0,170 ab Q8 258 abc 06 0,118 ab K2 7,0E-04 abc Q8 6,5E-04 ab Q8 1,12 a B2 36,65 c 06 45,24 ab
G7 46,61 bc B2 0,170 ab B2 241 abc D4 0,109 abc G7 7,0E-04 abc K2 6,3E-04 ab A1 1,06 a D4 35,89 c P7 44,41 ab
D4 45,78 bc 06 0,169 ab D4 2,28 bc B2 0,091 abc D4 6,9E-04 abc A1 5,4E-04 abc 06 1,05 a Q8 35,52 c D4 39,05 b
K2 45,56 c K2 0,142  bc P7 2,07 c K2 0,080 bc P7  6,4E-04 bc G7 5,1E-04 bc G7 0,98 a K2 33,7 c Q8 37,52 b
P7 41,65 d P7 0,091 c K2 1,98 c P7 0,064 c A1 6,2E-04 ¢ P7 44E-04 ¢ D4 0,93 a P7 32,56 c K2 34,73 b
R2
Clone Médias Clone Médias Clone Médias Clone Meédias Clone Médias Clone Médias Clone Meédias Clone Médias Clone Médias
B2 39,75 a G7 0,220 a G7 2,97 a G7 0,119 a Q8 6,1E-04 a 06 58E-04 a 06 NA 06 NA 06 NA
06 39,70 a D4 0,217 a B2 2,86 ab B2 0,109 ab D4 6,1E-04 a C3 56E-04 a C3 NA C3 NA C3 NA
Q8 39,66 a 06 0,216 a C3 2,62 ab 06 0,105 ab C3 6,0E-04 a G7 54E-04 a G7 NA G7 NA G7 NA
A1 39,26 a B2 0,203 ab 06 2,55 ab D4 0,104 ab 06 59E-04 a A1 54E-04 a A1 NA A1 NA A1 NA
C3 38,98 a C3 0,181 ab D4 2,42 ab C3 0,094 ab K2 58E-04 a B2 54E-04 a B2 NA B2 NA B2 NA
K2 38,76 a Q8 0,172 ab P7 2,13 ab A1 0,078 ab B2 56E-04 a Q8 53E-04 a Q8 NA Q8 NA Q8 NA
G7 38,64 a K2 0,158 abc A1 2,10 ab Q8 0,073 ab G7 55E-04 a K2 5/1E-04 a K2 NA K2 NA K2 NA
D4 37,86 a A1 0,143 bc Q8 2,05 ab K2 0,070 b A1 5,4E-04 a D4 50E-04 a D4 NA D4 NA D4 NA
P7 34,63 b P7 0,105 c K2 1,96 b P7 0,064 b P7 44E-04 b P7 45E-04 a P7 NA P7 NA P7 NA
R3
Clone Médias Clone Médias Clone Médias Clone Meédias Clone Médias Clone Médias Clone Meédias Clone Médias Clone Médias
C3 27,55 a A1 0,137 a B2 2,25 a G7 0,059 a 06 4,1E-04 a G7 3,7E-04 a K2 1,49 a 06 47,88 a 06 53,93 a
G7 27,50 a G7 0,136 a A1 2,22 a Q8 0,057 a C3 4,0E-04 a Q8 34E-04 a A1 1,46 ab C3 46,6 a B2 49,87 ab
B2 27,39 a D4 0,133 a G7 2,17 a A1 0,057 a B2 4,0E-04 a C3 33E-04 a C3 1,38 abc D4 41,44 ab G7 46,40 ab
K2 27,35 a Q8 0,132 a 06 2,09 a K2 0,056 a D4 39E-04 a D4 3,2E-04 a B2 1,33 abc G7 40,91 ab A1 42,29 ab
06 27,33 a B2 0,130 a K2 1,87 a B2 0,056 a A1 3,9E-04 a K2 3,2E-04 a Q8 1,16 bcd B2 40,81 ab K2 42,16 ab
D4 27,33 a C3 0,127 a Q8 1,76 a P7 0,051 a K2 3,8E-04 a 06 3,2E-04 a G7 1,15 cd A1 40,62 ab D4 41,69 ab
A1 27,04 a K2 0,122 a P7 1,61 a 06 0,050 a G7 38E-04 a A1 3,1E-04 a D4 1,11 cd K2 40,18 ab C3 40,24 ab
Q8 26,85 a 06 0,121 a D4 1,59 a D4 0,040 a P7 3,7E-04 a B2 3,0E-04 a P7 1,06 cd P7 31,7 b P7 36,31 b
P7 25,53 a P7 0,085 a C3 1,59 a C3 0,039 a Q8 3, 7E-04 a P7 29E-04 a 06 1,02 d Q8 29,95 b Q8 35,95 b

continua...
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Tabela 4 - continuagao...

Parte B — Regime de irrigagdo dentro de clones

ETP gsm m 9Sm ™ -Y. ASTF ARF
(mm) (mol H,0 m2s-) (umol CO2 m?s) (mol H0 m? s*) (Lm?) (L m?) (MPa) (mgg?) (mgg?)

Regime Médias Regime Médias Regime Médias Regime Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime Médias Regime Médias Regime Médias
R1 47,08 a R1 0,194 a R1 3,21 a R1 0,134 a R1 6,2E-04 a R2 54E-04 a R3 1,46 R1 434 a R1 58,67 a
R2 39,26 b R2 0,143 ab R3 2,22 b R2 0,078 b R2 54E-04 a R1 54E-04 a R1 1,06 R3 40,62 a R3 42,29 b
R3 27,04 ¢ R3 0,137 b R2 2,10 b R3 0057 b R3 39E-04 b R3 3,1E-04 b R2 NA R2 NA R2 NA

B2
Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias
R1 49,26 a R2 0,203 a R2 2,86 a R2 0,109 a R1 7,8E-04 a R1 6,6E-04 a R3 1,33 R3 40,81 a R3 49,87 a
R2 39,75 b R1 0,170 ab R1 2,41 a R1 0,091 ab R2 56E-04 b R2 54E-04 b R1 1,16 R1 36,65 a R1 45,68 a
R3 27,39 ¢ R3 0,130 b R3 2,25 a R3 0,056 b R3 4,0E-04 ¢ R3 3,0E-04 ¢ R2 NA R2 NA R2 NA

C3
Regime Médias Regime Médias Regime Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime Médias Regime Médias Regime Médias
R1 47,57 a R1 0,208 a R1 3,22 a R1 0,132 a R1 7,5E-04 a R1 6,9E-04 a R3 1,38 R1 54,36 a R1 45,60 a
R2 38,98 b R2 0,181 a R2 2,62 a R2 0,094 b R2 6,0E-04 b R2 56E-04 b R1 1,22 R3 46,6 a R3 40,24 a
R3 27,55 ¢ R3 0,127 b R3 1,59 b R3 0,039 ¢ R3 4,0E-04 ¢ R3 3,3E-04 ¢ R2 NA R2 NA R2 NA

D4
Regime Médias Regime Médias Regime Médias Regime Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime Médias Regime Médias Regime Médias
R1 45,78 a R2 0,217 a R2 2,42 a R1 0,109 a R1 6,9E-04 a R1 7,1E-04 a R3 1,11 R3 41,44 a R3 41,69 a
R2 37,86 b R1 0,205 a R1 2,28 ab R2 0,104 a R2 6,1E-04 a R2 5,0E-04 b R1 0,93 R1 3589 a R1 39,05 a
R3 27,33 ¢ R3 0,133 b R3 1,59 b R3 0040 b R3 39E-04 b R3 3,2E-04 ¢ R2 NA NA NA

G7
Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias
R1 46,61 a R2 0,220 a R1 3,25 a R1 0,124 a R1 7,0E-04 a R2 54E-04 a R3 1,15 R1 57,22 a R1 56,62 a
R2 38,64 b R1 0,204 a R2 2,97 a R2 0,119 a R2 55E-04 b R1 51E-04 a R1 0,98 R3 4091 b R3 46,40 a
R3 27,50 ¢ R3 0,136 b R3 2,17 b R3 0059 b R3 3,8E-04 ¢ R3 3,7E-04 b R2 NA R2 NA R2 NA

K2
Regime Médias Regime Médias Regime Médias Regime Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime Médias Regime Médias Regime Médias
R1 45,56 a R2 0,158 a R1 1,98 a R1 0,080 a R1 7,0E-04 a R1 6,3E-04 a R3 1,49 R3 40,18 a R3 42,16 a
R2 38,76 b R1 0,142 a R2 1,96 a R2 0,070 a R2 58E-04 b R2 51E-04 b R1 1,21 R1 33,7 a R1 34,73 a
R3 27,35 ¢ R3 0,122 a R3 1,87 a R3 0,056 a R3 3,8E-04 ¢ R3 3,2E-04 ¢ R2 NA R2 NA R2 NA

P7
Regime Médias Regime Médias Regime Médias Regime Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime Médias Regime Médias Regime Médias
R1 41,65 a R2 0,105 a R2 2,13 a R2 0,064 a R1 6,4E-04 a R2 4,5E-04 a R1 1,14 R1 3256 a R1 44,41  a
R2 34,63 b R1 0,091 a R1 2,07 a R1 0,064 a R2 4,4E-04 b R1 4,4E-04 a R3 1,06 R3 31,7 a R3 36,31 a
R3 2553 ¢ R3 0,08 a R3 1,61 a R3 0,051 a R3 3,7E-04 ¢ R3 29E-04 b R2 NA R2 NA R2 NA

06
Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime  Médias
R1 48,34 a R2 0,216 a R1 2,72 a R1 0,118 a R1 7,7E-04 a R1 6,7E-04 a R1 1,05 R3 47,88 a R3 53,93 a
R2 39,70 b R1 0,169 ab R2 2,55 a R2 0,105 a R2 59E-04 b R2 58E-04 a R3 1,02 R1 41,41  a R1 4524 a
R3 27,33 ¢ R3 0,121 b R3 2,09 a R3 0,050 b R3 4,1E-04 ¢ R3 3,2E-04 b R2 NA R2 NA R2 NA

Q8
Regime Médias Regime Médias Regime Médias Regime Médias Regime  Médias Regime  Médias Regime Médias Regime Médias Regime Médias
R1 46,95 a R2 0,172 a R1 2,58 a R1 0,133 a R1 7,2E-04 a R1 6,5E-04 a R3 1,16 R1 3552 a R1 37,52 a
R2 39,66 b R1 0,170 a R2 2,056 ab R2 0,073 b R2 6,1E-04 b R2 53E-04 b R1 1,12 R3 29,95 a R3 3595 a
R3 26,85 ¢ R3 0,132  a R3 1,76 b R3 0,057 b R3 3,7E-04 ¢ R3 3,4E-04 ¢ R2 NA R2 NA R2 NA
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Comportamento semelhante ocorreu no periodo menos favoravel (13-16h) em R1
para A,,, gSu € gsm, porém, apenas K2 diferiu do clone com os maiores valores
destas caracteristicas (G7) em R2 e, os clones ndo diferiram em R3 (Tabela 4).
Assim, enquanto alguns clones respondem mais diferentemente quanto a
condutancia estomatica e taxa de assimilacdo de CO: quando ha maior
disponibilidade hidrica, outros possuem comportamento semelhante independente
do regime de irrigagao.

As baixas taxas de A e gs conferidas pelo clone P7, resultaram em alta
eficiéncia no uso da agua no nivel de folhas, tanto no periodo mais favoravel
(EUAgy ) quanto no menos adequado do dia (EUAsy,), em que B2 néo diferiu deste
no primeiro periodo (Tabela 3). Os clones D4 e Q8 foram inferiores quanto a EUAyy
em relagdo aos gendtipos mais eficientes (P7 e B2) e, os clones K2, D4 e Q8
apresentaram menores EUA,, em relagdo a P7. O clone O6 foi o mais eficiente no
uso da agua ao nivel de planta inteira (EUA,; correspondente aos maiores valores
de MST) (Tabela 2). Porém, o clone B2 foi igual a O6 quanto a EUA,, e, junto com
G7 foram melhores em relagado aqueles que tiveram menores EUA, (P7, Q8 e A1).
Os demais clones (G7, D4, K2 e C3) demonstraram niveis intermediarios de EUA,,.

Os clones diferiram pouco entre si em relagdo ao carater ¥, na condigcéo de
maior disponibilidade hidrica (R1), ndo havendo significancia estatistica, contudo,
em R3 os clones K2 e A1 demonstram valores mais negativos para a caracteristica
em relacéo aos clones O6, P7, D4 e G7 (Tabela 4; Parte A). Os clones C3 e B2
diferiram daquele com ¥, menos negativo (O6) em R3, enquanto Q8 teve valores
intermediarios para a caracteristica (Tabela 4; Parte A). Os gendtipos A1, K2 e D4
reduziram o ¥, (mais negativo) quando submetidos a restricado hidrica (Tabela 4;
Parte B).

Os clones G7 e C3, na maior disponibilidade hidrica (R1), apresentaram maior
teor de agucares soluveis totais nas folhas (ASTF) em relagado aos gendtipos P7, K2,
Q8, D4 e B2, enquanto O6 e A1 conferiram niveis intermediarios de ASTF neste
regime (Tabela 4; Parte A). Em relagéo ao teor de agucares redutores nas folhas
(ARF), os clones A1 e G7 contém niveis mais elevados em relacdo a K2, Q8 e D4
em R1 e, os demais clones (P7, O6, C3 e B2) com niveis intermediarios de ARF

(Tabela 4; Parte A). Em R3, por sua vez, Q8 e P7 tém menores teores de ASTF que
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06 e C3 e menores de ARF que O6. O clone G7 possui alta Ay (Tabela 3), além de
elevadas A4,, em R1(Tabela 4; parte A) e AF (Tabela 2), o que pdde acarretar no
acumulo de acgucares nas folhas (Tabela 4; parte A) quando submetido a maior
disponibilidade hidrica, como resultado do processo fotossintético. No entanto, sob
restricdo hidrica houve redugao significativa do teor de agucares soluveis totais nas
folhas (Tabela 4; Parte B). De maneira semelhante, o clone A1 teve reducédo de ARF
no regime de menor disponibilidade hidrica (R3).

A avaliacdo da capacidade de sobrevivéncia dos clones a restricao hidrica
(CS), onde os mesmos foram submetidos a suspensao total da irrigagao, o clone P7
foi 0 que demonstrou maior tolerancia (em média 25 dias de sobrevivéncia), seguido
por K2 (em média 21 dias) (Tabela 3). B2 e A1 foram os clones que sobreviveram
menos tempo apds a suspensao da irrigagao e, por fim, os clones G7, O6, D4 e C3

tiveram sobrevivéncia intermediaria (em média 20 dias) (Tabela 5).

Tabela 5 — Numero de dias de sobrevivéncia das plantas apds interrupcdo da
irrigacdo (NDS) e capacidade de sobrevivéncia de clones de
Eucalyptus a restricdo hidrica (CS), onde letras iguais representam
sobreposicao dos erros padroes em torno das médias.

Clone NDS Cs
P7 25 a
K2 21 b
G7 20 c
06 20 c
D4 20 c
C3 20 c
Q8 19 d
A1 18 e
B2 18 €

4. DISCUSSAO

Os clones demonstraram ser diferentes quanto a alocacao de biomassa e
caracteristicas fisiologicas, que pode estar relacionado com a habilidade dos
mesmos em lidar com as diferentes disponibilidades hidricas. Neste contexto, a

producdo de biomassa acima e abaixo do solo é diferentemente afetada por
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mudancas na quantidade de agua disponivel (Hsiao e Xu, 2000). A producdo de
biomassa relativa a quantidade de &gua consumida (considerando a
evapotranspiragdo como consumo total de agua) no presente estudo enfatiza o
conceito tradicional da eficiéncia no uso da agua ao nivel de planta inteira (EUA,)
utilizada para a produgao das culturas (Steduto et al., 2007; Medrano et al., 2015).
Nesse sentido, de maneira geral, os gendtipos foram eficientes no uso da agua de
maneira gradual conforme se restringia o regime de irrigagdo (Tabela 2). De fato,
conforme observado anteriormente em outros estudos, a eficiéncia no uso da agua
tende a diminuir nas condicdes de maior disponibilidade hidrica (Fereres e Soriano,
2006; Egea et al., 2013). Nesse sentido, o clone O6 além de mais produtivo foi o
mais eficiente no uso da agua ao nivel de planta inteira. O clone B2 atingiu EUA,
igual a O6 e foi mais eficiente no uso da agua em relagao aos genétipos P7, Q8 e A1
(Tabela 2). Dessa maneira os gendétipos P7 e Q8 (esse nao diferiu de A1) foram os
menos produtivos e eficientes (Tabela 2).

No geral, a maior proporgdo de biomassa produzida pelos gendtipos esta
concentrada nas folhas, diferentemente do padrdo de crescimento do eucalipto na
idade adulta. Porém, os clones se diferenciaram quanto a alocacdo de carbono
acima ou abaixo do solo. Com isso, podem ser sublinhadas as diferencas entre os
clones mais produtivos e eficientes no uso da agua, em que o clone O6 possui um
maior investimento na parte aérea, ao passo que B2 alocou biomassa nas raizes
(Tabela 2). Isto pode ser reflexo do efeito da selegdo nos programas de
melhoramento, podendo ser evidenciado pelo comportamento no campo, onde o
clone O6 é considerado adaptado para regides subtropicais e B2 para climas
tropicais (Binkley et al., 2017). Neste trabalho, os autores apresentaram o
desempenho desses clones em diferentes ambientes aos quatro anos de idade e,
mostraram que enquanto O6, em média, foi o melhor nas regides de clima
subtropical (baixo déficit hidrico) dentre os gendtipos que eles avaliaram, o clone B2
foi o segundo melhor nos locais tropicais (alto déficit hidrico).

Estas relagdes podem ser explicadas pelo fato de que nos ambientes
subtropicais, ha maior disponibilidade hidrica no solo superficial e
subsuperficialmente, além de menor demanda atmosférica, portanto exprime menor

exigéncia do sistema radicular das plantas, onde a concentragéo das raizes finas em
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menor profundidade possibilita maior investimento energético acima do solo
(Christoffersen et al., 2014; Gow et al., 2018). O clone B2, neste contexto, apresenta
maior investimento em raizes, o que confere alta capacidade de transporte de agua
e nutrientes do solo e maior plasticidade em lidar com alteragées no volume hidrico
(Maeght et al., 2013), caracteristica importante no campo durante periodo de seca
prolongado. Isto pode explicar os resultados referentes aos clones O6 e B2 no
presente trabalho e indicar que suas adaptagdes as regides subtropicais e tropicais,
respectivamente, seja o resultado da selegdo de genes oriundos da evolugdo em
ambientes de diferentes pressdes climaticas (Chen et al., 2013; Gu et al., 2014).
Assim, é sugerido que gendtipos de Eucalyptus mais adaptados as condi¢des de
menor disponibilidade hidrica investem mais em raizes do que aqueles adaptados a
regides umidas e, estes, por sua vez, possuem maior investimento em folhas
(Pinheiro et al., 2016).

O clone A1, apesar de menor MST em relacdo ao clone B2, foi equivalente a
este quanto ao investimento em raizes (MSR; Tabela 2), o que demonstra que o
clone A1, proporcionalmente priorizou a alocagao de biomassa abaixo do solo. No
campo, A1 foi superior, em média, a B2 quanto a produtividade ao longo dos locais
tropicais e foi intermediario nas regides subtropicais (Binkley et al., 2017). Estes
resultados ilustram a importancia do entendimento da dindmica e funcionalidade das
raizes frente aos ambientes cada vez mais sujeitos a restricao hidrica para o cultivo
de eucalipto nas regides tropicais, que, de fato vem sendo objetivos de estudos para
a cultura (Laclau et al., 2013; Pinheiro et al., 2016; Pradier et al., 2017; Bordron et
al., 2018; Germon et al., 2018).

Fazendo associagcdao com o trabalho de Binkley et al. (2017), os gendtipos
com menor produgdo de biomassa e menos eficientes no uso da agua ao nivel de
planta inteira (P7 e Q8), no campo foram os menos produtivos nas médias dos locais
tropicais (P7) e subtropicais (Q8). Em nosso estudo estes gendtipos foram diferentes
em alguns aspectos, por exemplo, P7 possui os menores indices nas caracteristicas
fisiolégicas medidas em nivel foliar (4,,, gsm © gsm; Tabela 4 — Parte A), enquanto
Q8 investiu mais em caule e ramos (MSC) e raiz (MSR), apesar de nado diferirem em
DIAM (Tabela 2). Como resultado, € sugerido que o clone Q8 possui um aparato

xilematico mais eficiente com capacidade de manter um fluxo hidrico maior em
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relacdo a P7, uma vez que demonstrou maior ETP e TT quando houve maior
disponibilidade hidrica (Tabela 4; Parte A). O clone P7, de outro modo, foi o que
apresentou maior eficiéncia no uso da agua no nivel de folhas (EUAsy € EUAgy,),
contudo, na observancia de seu baixo desempenho produtivo, tal eficiéncia pode ser
considerada uma estratégia conservativa no uso da agua (Li e Wang, 2003), o que
elucida sua alta capacidade de sobrevivéncia a restricao hidrica (CS; Tabela 5). Isto
pode explicar as diferencas desses clones no campo, em que Q8 foi superior a P7
em média nas regides tropicais quando ambos foram avaliados nos mesmos locais.

Foram observadas algumas relagdes com as concentragdes de agucares e 0
comportamento dos clones. Neste contexto, o clone G7 com maior AF e atividade
fotossintética em R1 apresentou altos teores de ASTF e ARF, porém, sofreu
deplegao significativa quando submetido a menor disponibilidade hidrica (Tabela 4;
Parte B). Isto pode indicar que os agucares participam ativamente na sintese de
constituicdo da area foliar, fornecendo energia para o processo de expansao e
manutengdo da turgescéncia das células foliares (Chaves et al., 2003). De outra
forma, a deplecdo de ASTF em R3 pode ser devida simplesmente a reducao de todo
conjunto fotossintético juntamente com a diminuicdo da area foliar (em niveis
absolutos; resultado ndo apresentado). O clone G7 foi intermediario quanto a
eficiéncia no uso da agua, tanto ao nivel de planta inteira (Tabela 2) como ao nivel
foliar (EUAsy e EUAp, ; Tabela 3), sendo, portanto intermediario quanto a produgéo
de biomassa e, coincidentemente, no campo também demonstrou desempenho
intermediario, na média dos locais tropicais, entre os clones avaliados.
Adicionalmente, este gendtipo apresentou capacidade de sobrevivéncia (CS)
intermediaria em nosso estudo.

Nesta mesma conjuntura, o clone P7, de maior CS, apresentou maiores
teores de agucares nas raizes (ASTR com a 2 0,05 e ARR com a < 0,05) em relagéo
aqueles com menor CS (B2, A1 e Q8). De fato, espécies arbéreas tem demonstrado
aumento na concentragao de acucares nas raizes como mecanismo de tolerancia ao
déficit hidrico (Maguire e Kobe, 2015; Piper et al., 2017). O clone O6, por sua vez,
apresentou niveis de ASTR e ARR semelhantes a B2, A1 e Q8 (Tabela 3). No
entanto, teve maior CS em relagédo a esses (Tabela 5). Isto pode estar relacionado

com maiores teores de agucares nas folhas manifestadas por O6 no regime com
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maior restricdo hidrica (R3; Tabela 4 — Parte A) como estratégia de fornecer uma
fonte de carbono nos periodos de seca (Sala et al., 2012). Além disso, é sugerido
que os acgucares estao diretamente envolvidos na tolerancia ao frio (Kozlowski,
1992; Dietze et al., 2014), o que pode contribuir para o bom desempenho do
gendtipo O6 no campo em locais subtropicais (Binkley et al., 2017), onde ha
ocorréncia de baixas temperaturas durante o ano. Estas consideragdes ilustram o
fato de que as moléculas de acucares sintetizadas nas reacdes da fotossintese
possuem muitas funcdes no metabolismo das plantas. Assim, os agucares podem
ser utilizados como fonte de soluto para ajudar na regulagdo do balango osmético,
na manutengcdo do potencial hidrico e do turgor celular, como fonte de carbono
armazenado e liberado em periodos de baixa assimilagdo quando sujeita a
condigbes adversas e fornecimento de energia (Chaves et al., 2003; Nardini et al.,
2011; Secchi e Zwieniecki, 2011; O’Brien et al., 2014; Sevanto et al., 2014).
Acrescidos a isto, servem como blocos de construgao e transportadores de energia
para a alocagdo de biomassa vegetal (Hartmann et al., 2018) e demonstrou
participar do mecanismo da planta em lidar com o embolismo (Rodriguez-Calcerrada
et al., 2017; Tomasella et al., 2017).

Os clones tiveram valores mais negativos para a caracteristica ¥, quando
submetidos sob restricdo hidrica (Tabela 4; Parte A), onde K2 foi o gendtipo que
mais se diferenciou dos demais (a 2 0,05 para os clones A1, C3 e B2). ¥, é tido
como o principal guia para o potencial hidrico no ponto de perda de turgor (¥,,;), 0
qual demonstrou estar relacionado com a tolerancia ao estresse por déficit hidrico
das espécies vegetais (Bartlett et al., 2012; Bartlett et al., 2014) o que pode explicar
a alta CS de K2 (Tabela 5). Adicionalmente, o clone K2, assim como A1 e D4,
reduziram ¥, (mais negativo) em R3 de maneira significativa (Tabela 4; Parte B), o
que evidencia a ocorréncia do mecanismo de ajuste osmaético para estes genétipos.
O ajuste osmaético permite a manutengcédo do turgor celular na ocorréncia de seca
severa, uma vez que ha acumulo de solutos nas células e reducdo do potencial
hidrico (Turner, 2017, 2018). O mecanismo de ajuste osmoético pode também estar
relacionado com a CS intermediaria do clone D4, o que ndo o fez para A1 (baixa
CS), demonstrando que outras estratégias foram mais importantes para a

capacidade de sobrevivéncia dos clones a restricdo hidrica. Por exemplo, D4, assim
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como K2, tenderam a aumentar os niveis de agucares nas folhas (apesar de nao
diferirem estatisticamente) quando submetidos a restricdo hidrica, enquanto A1
tende a diminuir (Tabela 4; Parte B). Possivelmente outros solutos estdo
relacionados com a manifestagdo de ajuste osmético em A1 e evidencia a atuagéo
dos acucares em outras func¢des da planta perante o estresse.

As caracteristicas A,,, gsy € gsm tiveram redugdo gradual na medida em
que houve reducdo na disponibilidade hidrica (Tabela 4; Parte A) e também foi
observada diminuicao da diferenca entre os clones para o R3, condi¢cdo na qual nao
houve diferengas significativas entre os gendtipos. Isto refor¢ga o efeito da agua na
atividade fotossintética das plantas, mantendo as células guardas turgidas de modo
a ocorrer as trocas gasosas (Brodribb e Feild, 2000; Santiago et al., 2004). Nesse
sentido, o clone D4 demonstrou bom controle estomatico, uma vez que reduziu
praticamente pela metade a condutancia estomatica no periodo de maior demanda
atmosférica (redugao de R1 para R3; Tabela 4 - Parte B) (McDowell et al., 2008).

Os resultados demonstraram que ha diferengas entre eficiéncia no uso da
agua em nivel de folha e de planta inteira, corroborando as conclusdes recentes
obtidas em estudo com espécies de Pinus (Salazar-Tortosa et al., 2018). Medrano et
al. (2015) arguiram estas diferencas e colocaram como causas principais o fato de
que a eficiéncia em nivel de folhas sofre muitas variagdes ao longo do dia e
estacdes do ano e, a eficiéncia em nivel de planta inteira € muito dependente da
transpiracdo noturna e da perda de carbono na respiracdo, principalmente a
executada pelas raizes. De fato, em nivel de planta inteira a eficiéncia no uso da
agua demonstrou ser mais realista e permitiu inferir com uma modesta clareza no
desempenho dos gendtipos no campo, enquanto em nivel de folhas, expds a
eficiéncia no uso da agua de uma maneira mais conservativa. Os clones que
demonstraram maior alocagdo de biomassa nas raizes (B2 e A1) foram diferentes
quanto a producido de biomassa, onde A1 foi menos produtivo, porém, no campo
sao 0s mais produtivos, considerando-se a média dos locais tropicais. O fato dos
vasos restringirem a expansdo e, consequentemente, uma das principais
funcionalidades das raizes, isto €, transportar agua e nutrientes do solo,
provavelmente mascarou esta caracteristica, o que pode explicar também a baixa

CS destes genotipos (Tabela 5).
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As discussbes aqui apresentadas permitiram indagar sobre diferengas
morfofisioldgicas dos gendtipos e podem ser uteis nas estratégias de programas de
melhoramento com eucalipto. O padrdao de alocacdo de carbono relativo a
quantidade de agua utilizada pode relacionar a produgao de biomassa total (MST) e
a eficiéncia no uso da agua com o desempenho dos clones no campo e indica que a
alocagéo de biomassa para raizes deve ser considerada. O ajuste osmoético vem
sendo sugerido para uso futuro em programas de melhoramento genético para
algumas culturas (Blum, 2017), e pelo procedimento mais pratico pelo método do
osmbmetro em relacdo aos métodos tradicionais, pode ser utilizado de modo a
identificar gendtipos de eucalipto mais tolerantes ao déficit hidrico (Mart et al., 2016).
O ajuste osmobtico pode ser utilizado em conjunto com a genética molecular, uma
vez que foram encontrados marcadores moleculares relacionados com o ajuste
osmoético (Zhang et al.,, 1999). Os acgucares, como comentado anteriormente,
demonstraram atuar em muitas funcdes nas plantas e permitem inferir sobre a
tolerancia ao estresse. No entanto, deve ser realizada em conjunto com outras
caracteristicas, pois o nivel de acucares é uma resposta a curto prazo das plantas e,
além disso, varia demasiadamente com a ontogenia (Hartmann et al., 2018).

Em termos praticos, um ensaio complementar pode ser realizado a fim de
identificar diferengas morfoldgicas e fisioldgicas entre gendtipos frente as diferentes
disponibilidades hidricas, de modo a selecionar os mais tolerantes a seca e
recomenda-los para as fases iniciais de implantacao e crescimento. Adicionalmente,
assim como relatado para o ajuste osmético, pode-se e deve-se fazer uso da
genética molecular, uma vez que o sequenciamento do genoma do Eucalyptus
grandis (Myburg et al., 2014) e o desenvolvimento de uma plataforma de
genotipagem de alta densidade com marcadores SNPs — EUChip60K (Silva-Junior

et al., 2015), possibilitaram um avango nos estudos genémicos com eucalipto.

5. CONCLUSOES

A eficiéncia no uso da agua ao nivel de planta inteira diferiu da eficiéncia ao
nivel de folha e ndo devem ser consideradas equivalentes em estudos envolto a

tolerancia de gendtipos de eucalipto ao déficit hidrico. Assim, os clones mais
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produtivos em termos de biomassa foram também os mais eficientes no uso da agua
ao nivel de planta inteira, ao passo que ao nivel de folhas, a eficiéncia no uso da
agua indicou o gendtipo mais conservativo no uso da agua. O acumulo de agucares
em folhas e raizes demonstrou estar relacionado com a capacidade de tolerancia ao
déficit hidrico e também com o mecanismo de ajuste osmotico. Os resultados
permitiram relacionar o desempenho dos gendtipos em vasos com o observado no
campo na idade de quatro anos, entretanto, para uma afirmagdo mais correta é
necessario considerar as relagdes das caracteristicas e ndo apenas isoladamente.
Por fim, o estudo de caracteristicas biométricas-fisiolégicas pode auxiliar nas
estratégias de melhoramento de eucalipto. Assim, ensaios complementares podem
ser elaborados para detectar diferengas morfolégicas e fisioldgicas entre gendtipos
frente as condigdes diferenciadas de disponibilidade hidrica, de modo a selecionar
gendtipos tolerantes a seca e recomenda-los para as fases iniciais de implantagéo e

crescimento.
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CAPITULO 5 - Consideragdes finais

No presente trabalho foi observado que ha forte interagcdo G x A em clones de
Eucalyptus utilizados para plantios comerciais no territorio brasileiro. Essa interagao
vai se acentuando ao longo do desenvolvimento das arvores em que a temperatura
€ a variavel climatica mais influente para identificar grupos de ambientes que afetam
de maneira semelhante o desempenho dos gendtipos. De outro modo, permitiu
identificar os locais mais contrastantes quanto ao desempenho dos gendtipos. Os
resultados dos experimentos em casa de vegetagao permitiram realizar inferéncias
sobre algumas caracteristicas biométricas e fisioldgicas dos clones que podem
responder alguns questionamentos a respeito do desempenho dos gendétipos nos
diferentes locais no campo. Esses resultados podem auxiliar as instituicbes de
pesquisa e empresas do setor florestal na condugdo de seus programas de
melhoramento, a fim de desenvolver gendtipos que possam suportar as pressdes
climaticas de uma determinada regiao, alocando-os em locais que favoregcam seu
desenvolvimento.

Alguns clones se destacaram tanto no campo quanto na casa de vegetacéo.
Nesse sentido, o clone B2 é o mais adaptado em regides menos restritivas, com
baixo déficit hidrico e temperaturas mais amenas e demonstrou ser eficiente no
transporte e uso da agua. O clone A1 demonstrou plasticidade no campo,
apresentando desempenho satisfatério, tanto nos ambientes mais restritivos quanto
nos mais favoraveis. Isto pode estar relacionado com o alto investimento de carbono
em raizes apresentado por este gendétipo, o que lhe permite extrair agua e nutrientes
do solo nos periodos de escassez de agua.

O clone D4 apresentou a maior estabilidade a qual teve pouca alteracdo ao
longo dos anos e, na casa de vegetagao demonstrou plasticidade frente ao regime
de irrigagdo. Em ambas as avaliagdes o clone D4 expressou potencial produtivo
intermediario, porém com boa capacidade para desenvolver em ambientes
contrastantes.

O clone P7 foi o menos produtivo em todas as condicdes, contudo possui alta
capacidade de sobrevivéncia, suportando por mais tempo o déficit hidrico e

pressbes ambientais dos locais mais restritivos. Além disso, o baixo potencial



126

produtivo revelado por este clone pode ser funcdo do curto ciclo de rotagdo para o
corte das arvores praticado pelas empresas, o que pode ndo condizer num longo
periodo de tempo, tendo em vista que as condicdes ambientais podem se alterar
devido ao cenério de mudangas climaticas.

Portanto, esses gendtipos, em especial, podem preservar genes interessantes
para as estratégias dos melhoristas na condugao dos programas de melhoramento.
Contudo, os resultados obtidos sdo de avaliacdes até os quatro anos, podendo
haver alteracboes até o sexto ano, idade média para a exploracdao comercial das

florestas de eucalipto.
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Tabela A1 — Teste F e teste LRT respectivamente para os efeitos fixos (idade, local
e interagcao idade x local) e aleatorios (clones, e interagdes local x clone,
idade x clone e local x clone x idade) do modelo ajustado para o carater
DAP (cm) em ensaios multi-ambientes (METs) com eucalipto.

Teste F
F.value Pr(>F)
idade 1782,99 <2,2e-16 ***
local 42,39 <2,2e-16 ***
idade x local 47,27 <2,2e-16 ***

Analise de Deviance (Teste LRT)

Chi.sq p.value

clone 30,9 3e-08 ***
local x clone 149,7 <2e-16 ***
idade x clone 28,6 9e-08 ***

local x clone xidade 1123 <2e-16 ***

***Nivel de significancia menor que 1%; Chi.sq = Estatistica qui-quadrado (y2) correspondente a
diferenca entre os valores de -2Log L com e sem o efeito aleatério testado.
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Tabela A2 - Carregamentos fatoriais (na escala de correlagbes - apos rotagdo varimax) com
dois fatores retidos, variancia comum (comunalidades) e proporgdo acumulada
para o carater DAP em trés idades (idade 1 — precoce; idade 2 — intermediaria;
idade 3 — adulta), em 11 locais experimentais com 11 clones de eucalipto.

DAP Fator 1 Fator 2 Comunalidades

CCO 0,879 0,337 0,886

CEB 0,902 0,361 0,944

o] DUE 0,909 0,308 0,920

36 DUR 0,966 0,068 0,938

m ELD 0,761 0,465 0,795

= ITA 0,861 0,057 0,744

JAR 0,329 0,944 0,999

KLT 0,952 0,205 0,948

LWA 0,890 0,193 0,830

VEE 0,883 0,036 0,781

VMT 0,890 0,065 0,797

Proporgao de variagdo acumulada 0,731 0,140 0,871
DAP Fator 1 Fator 2 Comunalidades

CCO 0,893 0,109 0,809

CEB 0,922 0,081 0,857

o] DUE 0,910 0,310 0,924

JU> DUR 0,925 0,197 0,895

m ELD 0,832 0,128 0,709

i ITA 0,661 0,465 0,653

JAR 0,124 0,970 0,955

KLT 0,880 0,273 0,850

LWA 0,914 0,242 0,894

VEE 0,620 0,629 0,780

VMT 0,907 0,193 0,860

Proporgao de variagdo acumulada 0,66307 0,172 0,835
DAP Fator 1 Fator 2 Comunalidades

CCO 0,898 0,032 0,808

CEB 0,935 0,051 0,876

o DUE 0,926 0,221 0,906

JU> DUR 0,924 0,240 0,912

m ELD 0,833 0,025 0,694

ot ITA 0,557 0,705 0,807

JAR 0,085 0,947 0,905

KLT 0,867 0,361 0,882

LWA 0,921 0,204 0,890

VEE 0,639 0,644 0,824

VMT 0,714 0,280 0,589

Proporgao de variagdo acumulada 0,629 0,19749 0,83




