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PARAMETROS BIOMETRICOS, FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS EM HiBRIDOS DE
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla SOB DIFERENTES REGIMES DE
IRRIGAGAO EM CASA DE VEGETACAO

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de cinco hibridos de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla (H1, H2, H3, H4 e H5) submetidos a quatro
regimes de irrigagdo (RI1 — irrigagdo diaria; RI2 — irrigacdo a cada dois dias; Rl4 —
irrigacdo a cada quatro dias e RI6 — irrigagdo a cada seis dias). O experimento foi
implantado em casa de vegetacdo no delineamento de blocos casualizados no
esquema fatorial 5 x 4 (cinco hibridos e quatro regimes de irrigacdo), com quatro
repeticbes, usando como substrato 10,5 Kg de um Neossolo Quartzarénico. Foram
avaliadas caracteristicas de crescimento como: incremento relativo em diametro de
coleto, em altura, em numero de folhas, em area foliar, em massa seca de folhas, de
caule, de raizes e total e razéo raiz- parte aérea; fisioldgicas como: taxa de assimilagéo
liquida, transpiragdo, condutancia estomatica, concentracéo interna de CO,, potencial
hidrico foliar, conteudo relativo de agua, eficiéncia fotoquimica e indice de conteudo de
clorofila total; e bioquimicas como: teores foliares de prolina livre e de glicina betaina.
As avaliacbes fisiologicas foram realizadas em sete ciclos; mas, para fins de analise
estatistica foram consideradas as médias dos ciclos. Essas caracteristicas também
foram avaliadas 48 h apdés a irrigacao de todos os tratamentos, formando-se assim dois
grupos de caracteristicas: sob estresse (no momento em que as plantas estariam
submetidas a maior deficiéncia hidrica) e sob recuperagao (ap6s a irrigacéo de todas as
plantas do experimento). As caracteristicas biométricas e fisioldégicas apresentaram
menores valores com a reducao da disponibilidade hidrica, independentemente dos
hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla. As alteragdes na area foliar, na
massa de matéria seca de caule e na conduténcia estomatica sdo boas sinalizadoras
de estresse hidrico. O acumulo de prolina nas folhas, com a reduc¢ado da disponibilidade
hidrica, esta associado ao estresse hidrico imposto e n&do a tolerancia dos hibridos a
seca. Os teores de glicina betaina ndo estdo associados nem a tolerancia dos hibridos
e nem as condigdes de disponibilidade hidrica do solo. O hibrido H3 é o mais tolerante

e o H5 o mais sensivel a reducéo da disponibilidade hidrica no solo.



X1

Palavras-chave: estresse hidrico, melhoramento florestal, parametros fisioldgicos e

bioquimicos



Xii

BIOMETRICS, PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL TRAITS AMONG FIVE
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla HYBRIDS UNDER DIFFERENT WATER
REGIMES IN GREENHOUSE

ABSTRACT - The aim of this work was to evaluate the behavior of five Eucalyptus
grandis x Eucalyptus urophylla hybrids (H1, H2, H3, H4 and H5) submitted to four
irrigation regimes (RI1 - daily; RI2 — every two days; Rl4 — every four days; RI6 — every
six days). The experiment was carried out in a greenhouse, in a randomized block
design with a factorial scheme 5 x 4 (five hybrids and four irrigation regimes), with four
replications, using 10.5 kg of Neossol Quartzarenic soil. It was evaluated the biometric
traits: relative increment at collar diameter, height, leaves number, leaf area, dry mater
of the leaves, of the stem, of roots and total mater, root-shoot ratio; physiological traits:
net photosynthesis, transpiration, stomatal conductance, leaf water potential, relative
water contents, photochemistry efficiency and index of chlorophyll contents; and
biochemical traits: foliar contents of free proline and glycine betaine. The physiological
evaluations were performed during seven cycles, but for statistics analysis they were
considered the means from ones. The physiological traits were also evaluated 48 h after
irrigation of every irrigation regimes. Two groups of values were created: under stress (in
the plants were submitted to water stress) and under recovery (after irrigation). Biometric
and physiological trait decreased by reduced water availability, regardless of hybrids of
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla. Changes in leaf area, dry matter of stem
and stomatal conductance are good indicators of water stress. The higher proline
accumulation in leaves due to reduced water availability is associated with the water
stress but not to tolerance of hybrids to drought. The glycine betaine levels are not
related to tolerance of hybrids or to the conditions of the soil water availability. The
hybrid H3 is more tolerant and HS is the most sensitive to reduced water availability in

soil.

Key words: water stress, forest improvement, physiological and biochemical traits



1. INTRODUGAO

A devastacgao das florestas naturais brasileiras, aliada a crescente demanda por
celulose, lenha e energia, carvao, madeira, serraria, desinfetantes, remédios e outros
produtos, tém feito com que esforcos sejam empreendidos no estabelecimento de
florestas de usos comerciais capazes de produzir madeira em qualidade e quantidade.
Para isso é importante tornar os povoamentos mais produtivos e aumentar a
adaptabilidade dos materiais genéticos ao ambiente trabalhado, sendo necessaria a
complementacédo das técnicas de manejo com aplicacdo do melhoramento genético
(MARTINS et al., 2001).

Atualmente, o género Eucalyptus vem se constituindo numa das principais fontes
de matéria-prima fibrosa para a industria de celulose e papel, tanto em termos nacional
como mundial, assumindo posicdo de destaque pela grande diversidade de espécies
boténicas e boa adaptacéo aos diferentes tipos de ambiente (MARTINS et al., 2001).

No Brasil, a expanséo da eucaliptocultura tem ocorrido em areas com grandes
limitagbes ao desenvolvimento vegetal como com altos teores de aluminio, baixa
fertilidade natural e baixa disponibilidade hidrica, dentre outros (PAVAN, 2003). Destes
fatores, a baixa disponibilidade hidrica € o mais limitante para sustentabilidade dos
sistemas agricolas, pois além de afetar as rela¢des hidricas nas plantas, alterando-lhes
0 metabolismo, trata-se de um fenbmeno que ocorre em grandes extensdes de areas
cultivaveis, causando grandes prejuizos (NOGUEIRA et al., 2001).

O estresse por escassez hidrica afeta o crescimento e a produtividade de
florestas, e ocorre quando o conteudo de agua na planta cai abaixo do nivel que afeta
0s processos fisiologicos como transpiragcdo, fotossintese, abertura estomatica,
producéo de acido abscisico e ajuste osmético (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Com a diminuicdo gradativa da agua disponivel no solo, o desenvolvimento das
plantas fica comprometido e é variavel em fungdo das caracteristicas adaptativas da
espécie, da severidade do déficit de agua, do estaddio de desenvolvimento e da
possibilidade de aclimatagcéo ao déficit (CALBO & MORAES, 2000). A resposta visual
mais evidente das plantas ao déficit hidrico, segundo TAIZ & ZEIGER (2004), é o



decréscimo na area foliar, o que afeta diretamente a fotossintese, além de outras
respostas, como o fechamento dos estdmatos, a aceleracdo da senescéncia e a
abscisao das folhas. Quando as plantas sao expostas a situa¢des de déficit hidrico
exibem, freqlentemente, respostas fisiolégicas que resultam de modo indireto, na
conservagcdo da agua no solo, como se estivessem economizando para periodos
posteriores. Segundo estes autores, a limitacdo na area foliar pode ser considerada
visualmente como uma primeira reagcao das plantas em relagao ao déficit hidrico.

Os efeitos da deficiéncia hidrica sdo, frequentemente, agravados quando
associados com alta temperatura e radiacdo, comprometendo a sobrevivéncia e a
produtividade agronémica e florestal (FLEXAS et al., 2002). Desta forma, o
entendimento dos efeitos da deficiéncia hidrica nas plantas é vital para melhoria de
praticas de manejo e melhoramento florestal (CHAVES et al., 2003).

Assim, este trabalho teve por objetivo estudar o comportamento de cinco hibridos
de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla cultivados em diferentes regimes de
irrigacéo em casa de vegetacao, quanto as caracteristicas de crescimento, fisiolégicas e
bioquimicas. Estas variaveis poderao ser utilizadas como parametros para indicagéo de
melhor manejo e de obtengdo de maior produtividade no desenvolvimento e

melhoramento de hibridos mais produtivos de Eucalyptus.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Género Eucalyptus

O eucalipto pertence a divisdo Angiospermae, classe Dicotyledonea, ordem
Myrtales, familia Myrtaceae e género Eucalyptus, com muitas espécies e subespécies
naturais ou decorrentes da hibridacdo (BERTOLUCCI et al., 1995). O género é
originario da Australia e regides préximas, como Timor, Indonésia, Papua Nova Guiné,
Molucas, Irian Jaya e sul das Filipinas, porém, predominantes no continente australiano,
na faixa latitudinal entre 9° N e 45° S, encontrando-se amplamente distribuido entre as
altitudes de 30 m a 2000 m (ELDRIDGE et al., 1993). As florestas australianas séo
dominadas por eucaliptos onde mais de 900 espécies sao reconhecidas, das quais em
torno de uma centena sdo utilizadas como produtoras de madeira (BROOKER &
KLEINING, 2000).

Do total de espécies descritas de Eucalyptus (mais de 900), ndo mais de 20
espécies e algumas poucas resultantes da hibridacdo interespecifica vem sendo
utilizadas em escala comercial, em 80 paises da Asia, da Africa, da América, da
Europa, de alguns paises do mediterraneo e de algumas ilhas do Oceano Pacifico,
compreendidos entre as latitudes 40° N e 45° S. Nesses paises, a produtividade do
eucalipto € altamente variavel, em fungdo das condi¢des ambientais, da espécie
utilizada, da origem ou procedéncia do propagulo vegetal e do grau de melhoramento e
manejo empregado (FLYNN, 1999).

A partir do inicio do uso da madeira do Eucalyptus para a producao de celulose
na Europa, por volta de 1919, muitas espécies vém ganhando importancia e tornando-
se mundialmente expressivas. Uma substancial parte da celulose de espécies folhosas
usadas na fabricagcdo de papel para impressao e escrita € oriunda de plantagdes de
eucalipto pelos maiores produtores mundiais, principalmente Brasil, india, Africa do Sul,
Portugal, Angola, Espanha, China, Franca e Jap&o. Além do crescente mercado de
celulose e papel, os setores de energia e moveleiro vém tomando grandes dimensodes

em diversos paises (FLYNN, 1999). Estima-se que, no mundo, a area cultivada supera



14 milhdes de hectares dos quais, 58 paises sao relatados como plantio de grande
escala. No Brasil, atualmente, as plantagbes de eucalipto, com o propédsito industrial,
ocupam mais de 4,5 milhdes de hectares (ABRAF, 2010).

A disseminacgéo de sementes de Eucalyptus no mundo iniciou-se no século XIX.
Na América do Sul, o primeiro pais a introduzir o eucalipto foi o Chile em 1823,
posteriormente a Argentina e o Uruguai. Por volta de 1850, paises como Portugal,
Espanha, Estados Unidos e india comegaram a testar o eucalipto para fins comerciais
(FERREIRA, 1993). Este autor também destaca que as espécies mais utilizadas no
mundo sdo: Eucalyptus grandis, Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus tereticornis,
Eucalyptus urophylla, Eucalyptus viminalis, Eucalyptus saligna e Corymbia citriodora.

No Brasil, as primeiras mudas de Eucalyptus plantadas foram no Rio Grande do
Sul em 1868, mas o reflorestamento em escala operacional foi no Estado de S&o Paulo
em torno de 1900. Em 1904, iniciaram-se as plantagdes de eucalipto como fonte de
lenha e dormentes no Estado de S&o Paulo (GARCIA & MORA, 2000). De acordo com
os autores, Edmundo Navarro de Andrade é considerado o pai da eucaliptocultura no
Brasil, onde, por volta de 1900, desenvolveu os primeiros trabalhos experimentais no
Horto de Jundiai-SP, comparando varias espécies nativas (peroba, cabreuva, jequitiba,
jacaranda paulista e pinheiro-do-Parana) com o Eucalyptus, sendo que este sobressaiu
as demais nos ensaios. A partir dai, a companhia Paulista de Estrada de Ferro em
1909, iniciou o plantio comercial de eucalipto para obtengédo de dormentes.

Em 1916, Edmundo Navarro de Andrade criou o Museu do Eucalyptus, no Horto
Florestal de Rio Claro-SP (atualmente Floresta Estadual Navarro de Andrade), sendo o
unico do género no mundo, além de instalar importantes experimentos de introdugao de
espécies e procedéncias de eucalipto. A partir de 1920, foram importadas da Australia
sementes de varias espécies de Eucalyptus, ja mais focadas a introdugéo e destinagéo
das sementes para as regides mais semelhantes as de origem (FERREIRA, 1993).
Segundo esse autor, na década de 50, o Departamento de Horticultura da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ/USP) ja realizava pesquisa com varias

espécies do género.



Em 1968, foi criado o IPEF (Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais),
vinculado a ESALQ/USP, sendo que a partir deste, os trabalhos envolvendo
melhoramento genético do Eucalyptus alcangaram maior dimensao (GARCIA & MORA,
2000). Neste periodo, de acordo com esses autores, o Eucalyptus grandis foi eleito
como sendo o mais produtivo, apresentando madeira com caracteristicas apropriadas
para produgao de celulose. O Brasil estuda o Eucalyptus ha quase um século, sendo
que os resultados encontram-se ndo sé nas publicagcbes em torno da cultura, mas no
campo onde os resultados silviculturais atingem altissimas produtividades (HIGA, 1995).
No Brasil, a espécie mais plantada é o Eucalyptus grandis, atingindo em torno de 50%
da area total com a cultura, resultado da sua excelente resposta silvicultural, como boa
forma e rapido crescimento, além de propriedades desejaveis para usos multiplos da
sua madeira (TOMASELLI, 2000). A madeira do Eucalyptus foi responsavel por 70% do
total da pasta celulésica produzida no pais na ultima década, em que o E. grandis e
seus hibridos interespecificos tém uma expressiva participagédo deste total (BRACELPA,
2009).

A expanséo na area plantada com o Eucalyptus é resultado de um conjunto de
fatores que vém favorecendo o plantio em larga escala deste género. Entre os aspectos
mais relevantes estdo o rapido crescimento em ciclo de curta rotacdo, a alta
produtividade florestal e a expansao e direcionamento de novos investimentos por parte
de empresas de segmentos que utilizam sua madeira como matéria prima em
processos industriais. Além disso, o género Eucalyptus apresenta muitas espécies e
variedades que se adaptaram a varias condi¢cdes de clima e solo; € uma excelente
madeira, o que resulta em produtos de 6tima qualidade; por ndo ser nativo do Brasil, é
imune a uma série de pragas e doencas. Ainda, a madeira do Eucalyptus apresenta
grande versatilidade, podendo ser usada para a producé&o de tabuas, moveis de alta
qualidade, construcéo de casas e outros abrigos, postes, pontes e mourdes, lenha e
energia, carvao, celulose e papel, dentre outros. Das folhas podem extrair 6leos que
s&o usados na fabricagédo de desinfetantes, remédios e outros produtos (ABRAF, 2010).

O setor florestal em 2005 faturou US$27,8 bilhdes, dos quais US$8,9 bilhdes

referem-se ao setor de papel e celulose, o que representou 3,5% do PIB Brasileiro.



Neste mesmo periodo, o setor florestal gerou 1.655.550 empregos diretos e indiretos.
Nos ultimos anos o Brasil ganhou espaco no mercado internacional de produtos de
origem florestal. No inicio dos anos 90 a participacdo do Brasil nas exportacdes
mundiais n&do ultrapassava 1,7% e em 2009 o setor de florestas plantadas foi
responsavel por 4% do total das exportagdes totais do pais (ABRAF, 2010).

Em 2009 o Brasil se manteve como o quarto maior produtor de celulose do
mundo, posi¢cdo conquistada em 2008. A produgao brasileira de celulose apresentou
crescimento de 6% em 2009 em relagéo a 2008, totalizando 13,4 milhdes de toneladas
e mantendo a tendéncia do crescimento anual entre 2000 e 2008, que foi de 6,8%.
Apesar da crise global que afetou o setor florestal entre 2008 e 2009, o setor de
celulose do Brasil mantém a posi¢cao competitiva no mercado internacional. O consumo
nacional de celulose apresentou uma reducao de 6,5% em 2009 em relagdo ao ano
anterior. A produgéo brasileira de celulose é suficiente para atender ao mercado interno
e ainda ampliar sua participagdo no mercado externo. A producdo pode alcancgar
maiores patamares com a criagdo de novas fabricas e com a expansdo das ja
existentes, para suprir a demanda crescente nos proximos anos, tanto do mercado

interno como do mercado externo (ABRAF, 2010).

2.2. Estresse Hidrico

No ambiente onde as plantas sao cultivadas, estas estdo frequentemente
submetidas a condigdes externas adversas, resultando em estresses que afetam de
maneira desfavoravel seu crescimento, desenvolvimento e/ou produtividade. Diversos
fatores ambientais podem ocasionar um estresse em um individuo, tais como condi¢bes
desfavoraveis de radiagéo solar, de disponibilidade hidrica e de temperatura (SOUZA et
al., 2006).

A deficiéncia hidrica é considerada o mais importante fator ambiental, porque a
produtividade das culturas depende da quantidade disponivel de agua e da eficiéncia
do seu uso pelas plantas (TAIZ & ZEIGER, 2004). O estresse por deficiéncia hidrica

constitui um dos mais sérios problemas mundiais, pois causa redugdo severa na



produtividade e na qualidade dos produtos agricolas, e supera os efeitos de outros
estresses ambientais. Atualmente, um dos maiores desafios da agricultura esta na
manutencdo da produtividade sob deficiéncia hidrica, o que torna necessaria a
compreensao dos mecanismos de adaptagéo das plantas a seca (JALEEL et al., 2007).

Uma das primeiras respostas das plantas a deficiéncia hidrica do solo é a sintese
de acido abscisico (ABA) no sistema radicular, o qual é translocado para a parte aérea
induzindo ao fechamento estomatico, limitando, por conseguinte, a assimilacao de CO..
As plantas, também, passam por mudancas fundamentais na relagdo da célula com a
agua e nos seus processos fisiologicos, morfolégicos e nutricionais, influenciando na
sua capacidade de resistir as condicbes adversas do meio. Por conseguinte, ha
restricdo ao acumulo de massa, prejudicando tanto o crescimento inicial das plantas
como os estadios mais tardios, limitando a dimenséo das folhas individuais, o niumero
de folhas, o numero e taxas de crescimento dos ramos e o crescimento do caule (TAIZ
& ZEIGER, 2004).

O crescimento celular € muito sensivel a deficiéncia hidrica e €, normalmente,
reduzido mesmo antes da fotossintese ou condutancia estomatica. Com a diminuicao
da disponibilidade hidrica do solo, ocorre uma redugdo do alongamento celular, e
consequentemente, no consumo de carbono e energia, sendo uma maior propor¢ao de
fotoassimilados distribuida ao sistema radicular, diminuindo dessa forma a raz&o parte
aérealraiz. O acido abscisico também parece exercer um efeito positivo no crescimento
da raiz por suprimir a producao de etileno e um leve efeito negativo no crescimento da
parte aérea, resultando em um aumento marcante na razao raiz/parte aérea em baixos
potenciais hidricos auxiliando, desta maneira, a planta a enfrentar a condigédo ambiental
adversa (TAIZ & ZEIGER, 2004). A extensdo do sistema radicular (profundidade e
distribuicdo lateral) depende, também, das caracteristicas fisico-quimicas do solo além
do conteudo de agua disponivel (AIKEN & SMUCKER, 1996).

O crescimento foliar permite a planta incrementar sua capacidade fotossintética,
enquanto o crescimento da raiz permite as plantas aumentar a area de exploragdo do
solo por agua e nutrientes. Assim, estes orgdos estdo em competicdo entre si pela

demanda de assimilados fotossintéticos. Em condigbes de estresse hidrico severo ha



um decréscimo na expanséo foliar e, conseqientemente, na emergéncia de folhas em
cultivares mais sensiveis ao estresse, bem como na massa seca das folhas,
decrescendo, consideravelmente, de acordo com a severidade da seca (BORRELL et
al., 2000).

PAVAN (2003), estudando diferentes regimes de irrigacdo, observou que as
mudas de Eucalyptus apresentaram desempenhos inferiores em todos os parametros
avaliados com a reducgao da disponibilidade de agua. A limitagdo hidrica aumentou a
resisténcia estomatica, ocasionando o fechamento dos estdbmatos, a redugédo da taxa
fotossintética e, conseqlientemente, o desenvolvimento das plantas.

VELLINI et al. (2008), estudando 18 clones de eucalipto submetidos a quatro
regimes hidricos, constataram diferencas significativas tanto entre clones de eucalipto
quanto entre regimes hidricos.para o incremento relativo em altura, didmetro do coleto,
numero de folhas, area foliar, matéria seca de folhas, de caule e de raizes, razao
raiz/parte aérea, taxa liquida de fotossintese, condutancia estomatica, transpiracao e
potencial hidrico foliar.

As plantas, ao absorverem CO,, inevitavelmente, perdem agua pelas folhas.
Essa perda de agua ocorre principalmente através dos estdmatos que apresentam
mecanismos para controlar o seu grau de abertura (PAIVA et al., 2005). Sob condi¢des
de falta de agua, o fechamento estomatico € provavelmente a primeira linha de defesa
da planta contra a dessecagéo, como também é o fator mais importante de controle da
fixacdo do carbono, reduzindo a transpiracdo com reflexos diretos na fotossintese
(NOGUEIRA et al.,, 2005). Como conseqiéncia, a planta consegue suportar esta
adversidade, mas tem seu desenvolvimento reduzido (SILVA, 1998).

O déficit hidrico promoveu reducdo nos valores de fotossintese, condutancia
estomatica, transpiragdo e potencial hidrico foliar em clones de Eucalyptus em
ambientes com diferenciada disponibilidade de agua no solo (TATAGIBA et al., 2007 b).
Da mesma forma, ao analisar as trocas gasosas em cinco espécies de Eucalyptus, em
vasos, foram observadas menores taxas de fotossintese, condutancia estomatica e
transpiracdo em todas as plantas submetidas ao déficit hidrico, quando comparadas

com as taxas das mesmas plantas irrigadas (LIMA et al., 2003).



Se a planta perde agua a uma taxa superior a sua capacidade de absorgéo e
transporte, o potencial hidrico da folha diminui, levando ao fechamento dos estébmatos e
reducdo da fotossintese. Presume-se que nos horarios mais quentes do dia a
condutancia estomatica diminua a ponto de evitar que o potencial hidrico da folha atinja
valores abaixo de niveis considerados criticos para a estabilidade do sistema de
transporte de agua (OREN et al., 1999).

O nivel minimo que o potencial hidrico pode atingir durante os horarios de
transpiracao intensa depende tanto de fatores genéticos como de fatores ambientais.
Contudo, em situacédo de baixa disponibilidade de agua no solo as plantas reduzem a
perda de agua ao reduzir a condutancia estomatica. Podera também favorecer a
turgescéncia celular, em situagdes de estresse hidrico, ajustes no metabolismo celular,
por exemplo, via acumulo de substancias organicas, tais como a prolina, o que contribui
para a osmorregulacéo (SILVA et al., 2004). Assim, medi¢cdes do potencial hidrico foliar
poderéo identificar o status hidrico em que se encontram as plantas indicando o grau de
hidratacao e, assim, representar o estresse hidrico em que a planta esta submetida
(TAIZ & ZEIGER, 2004).

O déficit hidrico caracteriza-se como um dos estresses ambientais responsaveis
pela perda de pigmentos nas folhas, fazendo com que o ciclo da planta seja alterado.
Os pigmentos fotossintéticos mais abundantes s&o as clorofilas (a e b) e os
carotendides. As clorofilas localizam-se nos cloroplastos, sendo esta organela o local da
fotossintese, a qual possui reagcbdes importantes: a fotoquimica, nas membranas dos
tilacéides e a bioquimica, no estroma do cloroplasto (TAlIZ & ZEIGER, 2004). Assim,
métodos de quantificagdo e de estimativas desses pigmentos poderdo ser utilizados
como ferramentas para selegcdo de gendtipos tolerantes a seca (ARGENTA et al,
2002).

O estresse hidrico podera também promover efeitos deletérios nos cloroplastos
interferindo na eficiéncia da fotossintese inativando o fotossistema Il (P680 ou PSIl) e a
cadeia de transporte de elétrons que daria origem ao ATP e NADPH, (TATAGIBA &
PEZZOPANE, 2007). A eficiéncia fotoquimica da fotossintese, obtida por meio das

diversas variaveis da fluorescéncia da clorofila a, revela o nivel de excitagdo da energia
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no sistema de pigmentos que dirige a fotossintese e fornece subsidios para estimar a
integridade do PSIl de uma determinada folha. Além disso, € uma técnica rapida, néo-
destrutiva e sensivel, constituindo importante avango em estudos fisioldégicos de plantas
(KRAUSE & WEISS, 1991).

As principais variaveis observadas nas medi¢cdes da fluorescéncia da clorofila a
sao: fluorescéncia inicial (F,), fluorescéncia maxima (Fn,), fluorescéncia variavel (F,) e
rendimento quéntico maximo do PSIl (F/F,). O rendimento fotoquimico maximo é
calculado como: F./F,=(Fm-Fo)/Fr. Desta forma, elevadas razbes F,/F,, sob estresse
hidrico podem ser um indicativo de eficiéncia no uso da radiagdo pela fotoquimica e
pela assimilagdo de carbono, assim como queda nestas razdes serem indicativas de
fotoinibicdo associada a danos no PSII (MAXWELL & JOHNSON, 2000). O
monitoramento da fluorescéncia da clorofila a em plantios de eucalipto pode ser util na
identificacdo da capacidade de tolerancia dessas espécies a deficiéncia hidrica.

Em resposta a deficiéncia de agua no solo, muitas plantas sintetizam e
acumulam compostos de massa molecular pequena e nao tdxicos como agucares-
alcodis, prolina e glicina betaina os quais s&o denominados osmolitos, osmoprotetores
ou solutos compativeis (YANCEY et al., 1982). A fungédo exata desses compostos, nas
plantas, embora seja desconhecida, pode estar relacionada a protegdo dos vegetais a
estresses abidticos, funcionando como uma ferramenta para o ajustamento osmético
celular (BARTELS & SUNKAR, 2005). As plantas utilizam o mecanismo de ajustamento
osmotico, processo pelo qual o potencial hidrico pode diminuir sem que haja reducao da
turgidez das células vegetais, permitindo a continuidade de processos fisioldgicos
essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas (DESTRO, 2006).

A prolina ndo ocorre somente nas plantas, mas também em muitos outros
organismos, sendo provavelmente o osmolito mais extensamente distribuido
(DELAUNEY et al., 1993). Essa molécula apresenta outras fung¢des, além do ajuste
osmético, em tecidos de planta osmoticamente estressados: integridade e protecéo da
membrana plasmatica (MANSOUR et al., 1998), dissipador ou redutor de energia
(VERBRUGGEN et al., 1996), fonte de carbono e nitrogénio (PENG et al., 1996) e
eliminador de radicais hidroxil (HONG et al., 2000).
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A prolina € um dos 20 aminoacidos presentes nas proteinas de todos os
organismos vivos. Aminoacidos sdo moléculas que contém por¢des amino (-NHz) e um
grupo funcional carboxil (-COOH). O que diferencia a prolina dos demais aminoacidos é
que ela contém uma porg¢ado imino (C=NH), um grupo funcional carboxil e um grupo
imina secundario (MOLINARI, 2006).

O acumulo deste aminoacido pode ocorrer por duas vias paralelas nas plantas,
uma direta e outra via ornitina (KISHOR et al., 2005). A diferenca principal entre as duas
vias estd na acetilagdo dos intermediarios em uma delas. Através da via direta, apos a
formacgéao do glutamato semi-aldeido, a molécula se transforma em uma estrutura ciclica
(A’-pirrolina-5-carboxilato), precursora da prolina. A estrutura ciclica é formada pela
reagao intramolecular dos grupos aminos e aldeido do glutamato-semi-aldeido. Na via
dos derivados acetilados, a presenca dos grupos acetil ligado ao grupo 2-amino impede
essa reacao interna, e uma estrutura aberta, a orinitina, € formada. A ornitina pode
ainda levar a formagao da estrutura ciclica da prolina, ap6s perda do grupo amino por
transaminacéo (SODEK, 2004). Embora as duas vias de biossintese de prolina livre
sejam igualmente importantes em condigbes normais, ha evidéncias que favorecem a
via direta do glutamato (sem acetilacdo) em condigbes de déficit hidrico (YAMADA et
al., 2005).

Este aminoacido é particularmente reconhecido pela efetiva participagdo como
soluto compativel, e considerando osmolito-chave para o ajuste osmotico de plantas
sob deficiéncia hidrica (MARIN & SANTOS, 2008). Quando as plantas sado cultivadas
sem nenhum tipo de restricdo, a prolina normalmente aparece em pequenas
quantidades, ou seja, na faixa 1 a 5 umol.g”" de massa seca (NOGUEIRA et al., 2001).
No entanto, sob condicbes de estresse a prolina se acumula no citosol, em maiores
quantidades, contribuindo desta maneira para o ajuste osmotico citosélico, podendo
este aumento estar associado a tolerancia das plantas a desidratacdo (ASHRAF &
FOOLAD, 2007).

O aumento do conteudo de prolina nas folhas € diretamente proporcional a
severidade de estresse hidrico (NOGUEIRA et al., 1998) e em muitos trabalhos, tém

sido relatada a correlagdo do incremento de prolina livre na caracterizagao de genotipos
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tolerantes a seca (HONGBO et al.,, 2006). Desta maneira, a associagdo entre o
acumulo de prolina livre e a tolerancia ao estresse hidrico, em diferentes gendtipos,
pode ser uma ferramenta importante na selecdo de individuos tolerantes a seca
agilizando programas de melhoramento de plantas (ZAIFNEJAD et al., 1997).

Na cultivar SP- 79-1011 de cana-de-agucar, tolerante a deficiéncia hidrica,
ocorreu acumulo de prolina livre conforme a reducdo dos niveis de agua no solo
(BIDOIA et al., 2006). O acumulo de prolina livre ndo ocorre somente como uma
resposta das plantas a restricao hidrica, também sob condi¢cbes de elevada acidez do
solo, proporcionada pelo aumento da concentragdo de AI** (MOSSOR, 2001). O
acumulo de prolina livre em plantas sob estresse pode ser conseqiiéncia tanto do
aumento na sua sintese como do decréscimo na sua degradacao (FERREIRA et al.,
2002). No entanto, para melhor compreensdo desse mecanismo, ha necessidade de
pesquisas em plantas economicamente importantes, pois sdo poucas as informacdes
na literatura pertinente.

As betainas s&o compostos de amoénio quaternario em que o atomo do nitrogénio
€ metiolado totalmente. As betainas mais comuns nas plantas incluem a glicina betaina,
prolina betaina, R-alanina betaina, colina-O-sulfato e 3-dimetilsulfo-niopropionato
(MCNEIL et al., 1999). A glicina betaina além de ser uma amina quaternaria € uma
molécula anfotera, bipolar e extremamente solluvel em agua. Este osmodlito é distribuido
extensamente em plantas superiores e sintetizado em elevadas taxas em muitas
espécies de plantas em resposta aos varios tipos de estresses ambientais e, portanto,
seu acumulo pode ser correlacionado com o nivel da tolerancia (RHODES & HANSON,
1993). Para algumas espécies vegetais, a sintese de moléculas osmoprotetoras, como
a glicina betaina, € uma das principais estratégias empregadas para minimizar os
efeitos do estresse salino (MELONI et al., 2004).

A glicina betaina é sintetizada da colina ou da glicina, por duas vias distintas: a
da desidrogenacédo da colina ou da N-metilagdo da glicina. Para quase todos os
sistemas biologicos, incluindo a maioria dos animais, plantas e microorganismos, a
biossintese de glicina betaina é realizada pela conversao da colina a glicina betaina em

dois passos: uma oxigenagdo e uma desidrogenacao passando por um intermediario



13

instavel (betaina aldeido). Em E. coli, duas enzimas, a colina desidrogenase (CDH) e a
betaina aldeido desidrogenase (BADH), séo requeridas (TAKABE et al., 1998).

A (dlicina betaina ndo possui, exclusivamente nas células, a fungao
osmoprotetora, pois esta molécula pode ser sintetizada a partir da molécula colina ou
por meio de seus precursores para ser utilizada, em via metabdlica formando
compostos ligados a sintese do etileno e da molécula piruvato, além de ser fonte de
carbono, nitrogénio e energia (MUNOZ-CLARES & VELASCO-GARCIA, 2004).
Adicionalmente a glicina betaina pode atuar como molécula sinalizadora que induz a
expressao de genes associados a tolerancia a seca (WADITEE et al., 2005) e, assim,
ser alvo da engenharia molecular visando o estudo de tolerdncia a desidratagcéo
(RONTEIN et al., 2002).

Algumas plantas acumulam glicina betaina para serem ajustadas osmoticamente,
enquanto outras espécies nao apresentam a mesma capacidade de acumulo
(SAKAMOTO & MURATA, 2000). Desta forma, pesquisas relacionadas aos teores de
glicina betaina podem ser uma ferramenta importante na investigacdo de gendtipos

tolerantes, em condi¢des de estresses abidticos.

2.3. Melhoramento Visando Tolerancia ao Estresse Hidrico

O estresse pode se manifestar em varios graus de severidade, com duragéo
variavel, combinados ou nao, de modo continuo ou alterando com momentos de
normalidade. No que concerne as plantas, a acdo da intensidade do estresse vai
depender do 6rgao ou do tecido alvo, do estadio de desenvolvimento da planta e do
gendtipo em questdo. Considerados esses fatores, o gendtipo pode manifestar
resisténcia ou tolerancia, sobrevivendo e, as vezes, até crescendo, mesmo que em
menores taxas ou o genoétipo pode manifestar sensibilidade sofrendo redugédo do
crescimento e, dependendo da intensidade do estresse, podendo chegar a morte da
planta (CAMBRAIA, 2005).

O desenvolvimento das plantas com baixa disponibilidade de agua envolve

mecanismos complexos que podem ser classificados de trés maneiras: “tolerar”,
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escapar’ e “evitar” a seca. A primeira permite a planta sobreviver e produzir, sob
condicbes de elevado estresse hidrico interno; na segunda, a planta completa seu ciclo
antes do advento de um periodo de seca; e na terceira, a planta mantém um potencial
de agua relativamente elevado sob condi¢gdes de seca, através de mecanismos
diversos, como o fechamento dos estdmatos, aumento da cerosidade na cuticula,
desenvolvimento do sistema radicular, eficiente transporte de agua-solo-folha, dentre
outros (KLAR et al.,1985).

A maioria destas adaptacbes a seca tem suas desvantagens. Um gendtipo
apresentando escape, ou seja, curta duragdo, geralmente produz menos quando
comparado com um de duracdo normal. Os mecanismos que conferem resisténcia a
seca reduzindo a perda de agua, tal como o fechamento estomatico e a reducao da
area foliar, geralmente reduzem a assimilagdo de di6xido de carbono. O ajuste osmético
aumenta a resisténcia a seca mantendo o turgor na planta, mas o aumento da
concentracao de solutos, responsavel pelo o ajuste osmotico, pode ter efeito prejudicial
além de uma exigéncia maior de energia para o processo. Conseqlentemente, a
adaptacgao da planta deve refletir um contrapeso entre fugir, evitar e tolerar para manter
a produtividade adequada (MITRA, 2001).

Espécies arbbreas, por serem incapazes de escapar da seca como algumas
plantas anuais, tém desenvolvido muitos mecanismos de tolerdncia a seca.
Considerando que cada tipo de estratégia é especifico para determinada espécie, o
conhecimento da estratégia de resisténcia permite a selegdo de caracteristicas
fisioldgicas que podem ser usadas em programas de melhoramento (PITA et al., 2005).
Por se tratar de um estagio-chave no ciclo de vida das espécies arboreas o estagio de
muda é o mais critico, pois, da capacidade de sobrevivéncia da muda dependerdo
todos os estagios posteriores (TYREE et al., 2003). Por possuirem um sistema radicular
ainda pouco desenvolvido que limita o acesso a agua do solo, as mudas sao
especialmente vulneraveis ao estresse hidrico (SLOT & POOTER, 2007). Por essa
razdo, grande parte dos estudos com espécies arboreas refere-se ao estagio de muda

ou a fase inicial de crescimento.
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A resisténcia a seca é, conseqiientemente, uma complexa via que ainda precisa
ser elucidada completamente, uma vez que as expressdes de diversos genes
dependem da acéo e da interagdo de caracteres diferentes, tais como: morfolégicos
(area reduzida da folha, indice de cera, sistema radicular eficiente), fisioldgicos
(transpiragdo reduzida, elevado e eficiente uso de agua, fechamento estomatico e
eficiéncia fotoquimica) e bioquimicos (acumulo de solutos como prolina e glicina
betaina, entre outros). Por isso, a identificacdo e a compreensdo dos mecanismos de
resisténcia a seca sdo fundamentais no desenvolvimento de novos cultivares
comerciais mais resistentes ao estresse hidrico (NEPOMUCENO et al., 2001).

Diante da deficiéncia hidrica as plantas respondem através de varios processos
adaptativos, ndo havendo, para tanto, mecanismo universal de resisténcia a seca, mas
sim certos tipos de adaptagcbes dentro de cada grupo ecofisiolégico que as permitem
resistirem a escassez de agua. Essas respostas estdo relacionadas com a capacidade
de reduzir o potencial hidrico, aliadas as adaptagbes morfolégicas, anatbmicas e
fisiologicas que se traduzem em evitar ou transpor os efeitos letais da seca, sendo que,
embora os parametros sejam avaliados muitas vezes isoladamente, as espécies usam
mecanismos associados para a manutencdo da vida em ambientes adversos
(NOGUEIRA et al., 2005).

A expressédo de genes (ainda nao caracterizados) em genotipos tolerantes a seca
pode ser usada no estudo de mecanismos de tolerdncia e para identificar outros
genotipos com caracteristicas similares. Tolerancia das plantas a seca, claramente, néo
€ uma caracteristica simples, mas uma caracteristica onde mecanismos trabalham
isoladamente ou em conjunto para evitar ou tolerar periodos de déficit hidrico. A maior
limitacdo para o melhoramento genético da tolerancia ao déficit hidrico em plantas é o
conhecimento sobre as bases fisiologicas, moleculares e genéticas das repostas das
plantas ao déficit. Essas consideragdes reforcam a necessidade de um enfoque
sistematico nos estudos de estresse hidrico, com maior énfase nas diferencas
genéticas entre os gendtipos (NEPOMUCENO et al., 2001).

Genodtipos que diferem em tolerdncia a seca devem apresentar diferencas

qualitativas e quantitativas em expresséo génica. Uma resposta fisiologica especifica ao



16

déficit hidrico representa, na realidade, a combinagédo de eventos moleculares prévios,
que foram ativados pela percepcédo do sinal de estresse. Compreender como esses
eventos sao ativados/desativados e como interagem entre si sera essencial no
desenvolvimento de novas variedades mais tolerantes a periodos de seca. A tolerancia
a seca é considerada como caracter poligénico, dificil de ser trabalhado no
melhoramento genético classico, o que faz com que poucos programas se preocupem
com essa caracteristica (BEEVER, 2000).

No género Eucalyptus, a existéncia de diversidade genética entre espécies e
entre procedéncias dentro de espécies e a manifestagcdo de heterose em algumas
caracteristicas tém incentivado a realizagdo de programas de hibridacado (RESENDE et
al, 1994). A obtencao de hibridos inter e intraespecificos no género Eucalyptus tem
assumido destacada importancia dentro dos programas de melhoramento genético. A
possibilidade de associagcédo de caracteristicas diferenciadas em espécies importantes,
bem como a manifestagcdo de heterose verificada nos cruzamentos entre varios pares
de espécies tém levado os melhoristas de Eucalyptus a buscar na hibridagdo um meio
mais rapido de promover o melhoramento de caracteristicas florestais desejaveis. A
viabilidade do aproveitamento comercial da heterose, verificada em varios cruzamentos,
bem como da perpetuacdo e multiplicagdo de combinagdes hibridas superiores, por
propagacao clonal, possibilitou a adogéo da hibridagdo como ferramenta importante na
producao de florestas de qualidade superior (ASSIS et al., 1993).

Os gendtipos respondem de maneira distinta aos fatores do meio, porém de
forma mais pronunciada quando sob condi¢des limitantes. O aumento dos periodos de
escassez de agua bem como o aumento das temperaturas tem colocado um grande
desafio a pesquisadores de espécies comercialmente cultivadas: encontrar materiais
genéticos tolerantes a estas condigbes ambientais e com boa producdo. Desta forma,
sendo o estresse hidrico uma condicdo ambiental muito diversificada e como
plantacdes de eucalipto espalham-se por quase todo territério nacional, fica dificil a
producado de materiais tolerantes aos diversos niveis de estresse hidrico. Neste sentido,
estudos basicos sobre respostas de plantas a condicbes diferenciadas de

disponibilidade hidrica tornam-se necessarios para a recomendagdo correta dos
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materiais a serem usados em larga escala de plantio (NEPOMUCENO et al., 2001). A
identificacdo destes materiais pode se dar através do emprego de caracteristicas
fisiologicas, bioquimicas e, ou de crescimento adequadas para selecéo, auxiliando o
melhoramento genético, buscando equilibrio entre os caracteres que otimizam o

crescimento com aqueles que conferem maior resisténcia a seca (PITA et al., 2005).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local de Conduc¢ao do Experimento

O trabalho foi realizado em casa de vegetagao coberta com filme de plastico
transparente com 150 pym de espessura revestida lateralmente com telas para
sombreamento com capacidade de retencédo da luz solar diaria em 30%, no Viveiro
Experimental de Plantas Ornamentais e Florestais, da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal — Sdo Paulo.

Foram usados vasos de plastico pretos (24 cm de altura, 19 cm de didmetro na
base e 26 cm de didmetro na parte superior), preenchidos com 10,5 kg de solo
(Neossolo Quartzarénico), proveniente de area de cultivo de Eucalyptus spp. no
municipio de Trés Lagoas (MS), cuja caracterizagédo fisico-quimica encontra-se na
Tabela 1. O solo foi seco em estufa de circulagédo forgcada de ar a 70 °C, passado em
peneira de 0,4 cm e adubado segundo recomendacao de GONCALVES et al. (1997).
Com o solo totalmente seco e adubado, e de acordo com testes preliminares da
capacidade maxima de retencdo de agua pelo solo, foi adicionado a cada vaso
quantidade de agua suficiente para elevar a umidade para 21% em volume, ou seja,
60% da capacidade de retencédo de agua pelo solo, de forma que cada vaso recebeu
1400 mL de agua.

3.2. Tratamentos

Os tratamentos foram resultantes da combinagcdo de cinco hibridos de
Eucalyptus e quatro regimes de irrigacado. As mudas dos cinco hibridos de E. grandis x
E. urophylla, doravante denominados H1, H2, H3, H4 e H5, com cerca de 80 dias de
idade, fornecidas pela Fibria Celulose e Papel S.A., foram produzidas pelo método de
miniestaquia em tubetes de polipropileno, com capacidade para 60 cm® de substrato, de
acordo com a metodologia adotada pela empresa. Essas mudas foram plantadas nos

vasos de plastico, e posteriormente, por 17 dias, visando garantir a sobrevivéncia das
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mudas, todos os vasos foram mantidos com 60% da capacidade de retengéo de agua
pelo solo, por reposicéo diaria da agua perdida, que foi determinada pela pesagem em

balancga eletrénica, com precisao de 0,01 g.

Tabela 1. Analise quimica e granulométrica de uma amostra do solo (Neossolo Quartzarénico), usado no

experimento.
Andlise Quimica
Amostra pH M.O. P resina K Ca Mg H+AI SB CTC V
em CaCl, g/dm®>  mg/dm® mmolc/dm® %
1 4.8 3 13 08 12 3 20 158 358 44
2 5,0 4 23 0,8 15 5 18 20,8 388 54
Andlise granulométrica
Areia Classe
Argila Limo Fina Grossa Textural
gKg™
57 23 433 487 arenosa

M.O.: Matéria organica; SB: Soma de Bases; CTC: Capacidade de Troca de Cations; V: Saturagdo por

Bases.

Apbs o periodo de adaptacao (17 dias), as mudas foram submetidas aos quatro
regimes de irrigagao, estabelecidos como intervalos entre irrigagdes sucessivas: RI1 -
irrigacao diaria; RI2 - irrigacao a cada dois dias; Rl4 - irrigacéo a cada quatro dias e RI6
- irrigacdo a cada seis dias. No decorrer do experimento, a quantidade de agua reposta
em cada vaso foi determinada pela pesagem dos mesmos em balanga eletrbnica, em
intervalos correspondentes aos regimes de irrigagdo, repondo-se o suficiente para
atingir 60% da capacidade maxima de retencao de agua (Figura 1).

Com 45 dias ap6s o inicio dos tratamentos de irrigacdo, todas as plantas
receberam adubaczo de cobertura, aplicando-se via solugdo aquosa 50 mg.dm™ N, na

forma de uréia.

3.3. Avaliacoes de Crescimento e Fisioldgicas
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Durante todo o periodo do experimento, entre 7 h e 30 min e 8 h, foram
realizadas leituras de temperatura e umidade relativas atuais, maximas e minimas, em
intervalos aproximados de 24 h. Estes dados ficaram aqui registrados através das
Figuras 2 e 3 podendo, assim, ajudar no entendimento dos resultados obtidos durante
as avaliagbes fisiologicas. As avaliagdes fisiolégicas ocorreram em intervalos de 12
dias, até o quarto ciclo (1° ciclo -13/10/2010; 2° ciclo - 25/10/2010; 3° ciclo - 5/11/2010 e
4° ciclo -18/11/2010), e a cada 6 dias ap6s o quarto ciclo (5° ciclo - 24/11/2010; 6° ciclo
- 30/11/2010 e 7° ciclo - 6/12/2010), conforme indicado também através das Figuras 2 e
3. A alteracao no intervalo das avaliagbes fisioldgicas (de 12 para 6 dias) ocorreu em
funcdo do porte das plantas (Figura 4), que passaram, assim, manifestar mais

precocemente os efeitos de déficit hidrico.

Figura 1. Detalhe da pesagem diaria dos vasos através do uso de balanga eletrénica, para reposigéo de
agua em cada vaso, em fungdo da necessidade, de forma a atingir os 21% em volume, ou seja,

60% da capacidade de retencao de agua pelo solo.
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Figura 2. Temperatura atual (entre 7 h 30 min e 8h), maxima e minima, em intervalos aproximados de 24

h, durante o periodo experimental.
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Figura 3. Umidade atual (entre 7 h 30 min e 8 h), maxima e minima,

durante o periodo experimental.

em intervalos aproximados de 24 h,
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Figura 4. Aspecto geral do desenvolvimento dos hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
durante os ultimos ciclos de avaliagéo (A) e da avaliagédo da altura final das mudas através de

régua de madeira graduada (B).

Na implantacéo do experimento e ao final do mesmo foram feitas avaliagcdes de
altura, didametro do coleto, numero de folhas, area foliar e massa de matéria seca folha,
de caule, de raiz e relagcéo raiz-parte aérea. A altura foi determinada com régua
graduada em mm (Figura 4) e o didmetro do coleto, com paquimetro digital, com
precisdo de 0,01 mm.

Aspectos do experimento, no momento da instalagdo e ao longo do periodo de
sua conducgéo, estdo apresentados na Figura 5.

As caracteristicas fisiolégicas avaliadas em cada tratamento foram: taxa de
assimilagdo liquida (A), condutancia estomatica (gs), transpiracéo (E), concentragéo
interna de CO, (Ci), indice de conteudo de clorofila (/ICC) e eficiéncia fotoquimica
(Fv/Fm). As medidas de A, gs, E e Ci foram feitas usando um analisador de gases a
infravermelho, portatil (IRGA, LC Pro®), sob concentracdo de CO, ambiente (370 + 10
umol.m?.s™7), fluxo de fétons fotossinteticamente ativo (FFFA) de 1000 pmol.m?s™ e
temperatura da folha mantida a 25 °C; o ICC foi determinado com um clorofildbmetro
portatil (Opti-Sciences, modelo CCM-200) e a eficiéncia fotoquimica do Fotossistema Il

(FW/Fn) através de um detector de fluorescéncia de clorofila a portatil (Opti-Sciences,
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Figura 5. Aspectos do experimento no momento da instalagdo (A e B) e ao longo do periodo

experimental (C, D e E).
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modelo OS-30p). O rendimento fotoquimico foi calculado através da férmula F./Fp, =
(Fm-Fo)/Fm onde: F, = fluorescéncia inicial, F, = fluorescéncia maxima =, F, =
fluorescéncia variavel. Essas determinacdes foram realizadas entre 7 he 30 mine 11 h
e 30 min, em uma folha totalmente expandida de um dos ramos no tergco superior da
planta.

Essas determinagbes foram realizadas em sete ciclos (Figuras 2 e 3), coincidindo
com a irrigacdo de todos os regimes de irrigacdo, sendo que para fins de analise
estatistica foram consideradas as médias dos sete ciclos. Estas caracteristicas também
foram determinadas 48 h apés a irrigacéo de todos os tratamentos para se avaliar a
capacidade de recuperagdo das plantas apdés a irrigagdo. Desta forma foram
constituidos dois conjuntos de dados: 1- respectivamente, avaliados no momento em
que as plantas estariam submetidas a menor disponibilidade hidrica (denominado “sob
estresse”) e 2 - avaliados apo6s a irrigacao de todas as plantas do experimento
(denominado “recuperagao”).

Adicionalmente foi avaliado o conteudo relativo de agua nas folhas (CRA) e o
potencial hidrico foliar (¥7). Para determinacdo do CRA, folhas inteiras foram retiradas,
identificadas e, imediatamente, determinada a massa de matéria fresca em balanca
analitica (0,0001 g). Em seguida foram imersas em agua, e incubadas em camaras tipo
B.O.D, a 10 °C por 24 h, sendo posteriormente secas em papel absorvente e
determinada a massa de matéria saturada. Apoés, as folhas foram submetidas a
secagem em estufa a 70 °C por 48 h, para obtencéo da massa de matéria seca. O CRA
foi determinado, a partir da média das avaliagdes realizadas no 5° 6° e 7° ciclos de

suspenséo de irrigacao, conforme expressao apresentada por WEATHERLEY (1950):

Massa fresca — Massa seca
x 100
Massa saturada — Massa seca

CRA (%) =

O potencial hidrico foliar (¥) foi determinado por meio de uma bomba de
pressédo (SCHOLANDER et al., 1965), a partir da média das avaliagdes realizadas ao

final do 5° e do 7° ciclos de suspenséo de irrigacao. Para isso retirou-se uma folha por
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vaso e identificagdo da mesma. Cada uma destas folhas foi presa na bomba através do
peciolo. Quando a extremidade do corte (regido do peciolo) reumedecia parava-se a
pressurizacao da bomba e anotava-se o valor que se referia ao potencial hidrico foliar.
Ao final do experimento, apos todas as avaliagdes fisiologicas, as plantas foram
cortadas, separando-se as folhas, caules e raizes para posterior secagem em estufa de
circulagdo forcada de ar a 70 °C para determinacédo das respectivas matérias secas.
Antes das folhas serem submetidas a secagem, determinou-se a area foliar de cada

planta, usando-se um medidor de area foliar (Li Cor, inc., modelo LI - 3100).
3.4. Quantificagao dos Teores de Prolina Livre

Foram feitas quantificagdes de prolina livre no 3° ciclo de avaliagdo, nas mesmas
folhas utilizadas nas analises fisioldgicas citadas anteriormente.

A quantificagéo de prolina livre foi realizada em 0,5 g de tecido fresco do limbo
foliar, segundo metodologia de BATES et al. (1973). As folhas foram coletadas no inicio
da manha, e subsequentemente, pesadas em balanga analitica (preciséo de 0,0001 g).
Separou-se 0,5 g de material vegetal fresco que foi envolvido em papel aluminio e
conservado, em freezer a - 80 °C até as analises laboratoriais.

Na época de realizacado das quantificagdes, o material vegetal armazenado foi
retirado do freezer e, entdo, macerado em almofariz com pistilo, em 2 mL de acido
sulfosalicilico a 3% (Vetec), sendo adicionados posteriormente mais 8 mL do mesmo
acido. A solugdo homogeneizada foi submetida a duas filtragens para eliminagéo parcial
dos interferentes. Em tubo de ensaio foram colocados 2 mL deste filtrado,
concomitantemente, foi preparado o reagente acido ninhidrina, utilizando 1,25 g de
ninhidrina (C9H403.H,0), 30 mL de acido acético glacial PA (Chemco) (CH3COOH; 1
mol.dm®) e 20 mL de a&cido fosforico (Synth) (HsPO, 6 mol.dm™), sendo,
posteriormente, dissolvidos em agitador a 60 °C. Adicionou-se ao tubo de ensaio com 2
mL do filtrado, 2 mL de ninhidrina e 2 mL de acido acético, a reagéo foi entdo incubada
por 1 h a 100 °C. Decorrido este tempo, o tubo de ensaio foi imerso em gelo com a

finalidade de cessar a reagcédo. Foram, ent&o, adicionados 4 mL de tolueno (Chemco)
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(CeHsCHs). A solucgédo foi agitada em vortex por 15 a 20 segundos. Com auxilio de uma
pipeta Pasteur retirou-se o sobrenadante e realizou-se a analise do equilibrio de reacéo.
Para o branco da reacéo foi utilizado o tolueno. A leitura de absorbancia das amostras
foi realizada no comprimento de onda 520 nm (BATES et al., 1973), utilizando-se para
tanto o espectrofotdmetro Beckman DU 640.

Para construgdo da curva padrao foi utilizada prolina P.A. Preparou-se solugéo
estoque na concentracdo de 1 mmol.dm™ e diluicdes em agua destilada em até 160
vezes. Para isso pesou-se 0,0058 g de prolina P.A. e completou-se o volume para 50
mL de agua destilada. A partir desta solu¢cdo estoque promoveram-se as seguintes
diluicdes: 1 mL solucéo estoque + 5 mL agua destilada (10X); 1 mL solugédo estoque +
19 mL agua destilada (20X); 1 mL solucao estoque + 39 mL agua destilada (40X); 1 mL
solucéo estoque + 79 mL agua destilada (80X) e1 mL solugéo estoque + 159 mL agua
destilada (160X). Procedendo-se as etapas mencionadas na metodologia acima
descrita. Com base nas leituras obtidas com os padrdes, definiu-se uma equacao, por
regressao linear (y = 0,0017x — 0,0267; R = 0,98), através da qual foram determinadas
as concentragdes de prolina livre na solugéo.

Os teores de prolina livre no tecido foliar (umol de prolina livre g massa fresca'“)
foram calculados através da féormula: [(ug prolina mL™" x mL tolueno)/115,5 ug umol™] /
[(g amostra)/5] = umoles de prolina g massa fresca™.

A determinacgédo de prolina livre foi realizada no Laboratério de Fisiologia Vegetal
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista
(FCAV/Unesp), em Jaboticabal, SP.

3.5. Quantificagao dos Teores de Glicina Betaina
Os teores de glicina betaina nas folhas foram determinados de acordo com a

metodologia de GRIEVE & GRATTAN (1983), a partir de coleta de folhas em plantas de

todos os tratamentos no 3° ciclo de avaliagdo.
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Para tanto, as folhas coletadas foram acondicionadas em sacos de papel,
previamente identificados, e levadas para secar em estufa de circulagao forcada de ar a
80 °C durante quatro dias e, em seguida, o material foi moido.

Os extratos foram preparados com adicdo de 20 mL de agua deionizada para 0,5
g de material moido. Subseqiientemente os extratos permaneceram durante 24 h sob
agitacdo em Shaker (mod. G 25), a 25 °C e 110 rpm. Apos este periodo os extratos
foram filtrados e armazenados a -17 °C até a realizacao das analises.

Os extratos foram, entdo, descongelados e misturados na proporgéo de 1:1 com
H2SO4 2N (Synth) sendo em seguida mantidos em agua gelada durante 1 h.
Previamente, foi preparada uma solugéo de KiI-I2, diluindo-se 15,7 g de iodo e 20 g de
iodeto de potassio em 100 mL de agua destilada. Apds, 0,2 mL desta solugdo foi
adicionada ao extrato e levemente agitado em vértex. Os tubos com os extratos foram
mantidos a temperatura de 4 °C durante 16 h para terminar a rea¢do, em seguida os
tubos foram centrifugados a 11872 x g por 15 minutos a 0 °C. Ressalta-se que, com o
diodeto de potassio mais o extrato, na presenca do acido sulfurico, formaram cristais de
periodato-betaina os quais precipitaram. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado
com uma micropipeta permanecendo apenas os cristais de periodato, os quais foram
dissolvidos em 9,0 mL de 1,2-dicloroetano (Synth), agitacdo em vortex. Apés 2 h e 30
min em temperatura ambiente, foi realizada a leitura da absorbancia no comprimento de
onda de 365 nm no espectrofotdmetro Beckman DU 640.

Para construgdo da curva padrao foi utilizada glicina betaina (PM = 117,15),
preparando-se o padrao de referéncia (50 — 200 pyg.mL™") em H.SO4 1N e com base nas
leituras obtidas com os padrbes, definiu-se uma equacao, por regressao linear (y =
0,0077x — 0,2845; R? = 0,98), através da qual foram determinadas as concentragbes de
glicina betaina na solugdo. Os teores de glicina betaina nas folhas foram expressos em
umol.g™ massa fresca.

A determinagdo dos teores de glicina betaina também foi realizada no
Laboratério de Fisiologia Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista (FCAV/Unesp), em Jaboticabal, SP.
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3.6. Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas segundo o delineamento de blocos
casualizados, no esquema fatorial 5 x 4 (5 hibridos e quatro regimes de irrigagéo), com
quatro repeticbes. Como os hibridos apresentavam desenvolvimento diferenciado na
época da instalacéo do experimento, os dados de altura, didametro do coleto, numero de
folhas, area foliar e matéria seca de folha, de raiz e de caule foram analisados em

termos de incremento relativo (IR, %), pela aplicacao da seguinte expresséo:

IR = (A;—TAQ x100;

Ar: valor da caracteristica A (altura, didmetro do coleto,...) na avaliagao final;
Ai: valor da caracteristica A (altura, diametro do coleto,...) na avaliagao inicial.
Os dados das caracteristicas fisioloégicas foram analisados a partir das médias
dos ciclos na condicao “sob estresse” e “recuperag¢ao”, conforme descritos no item 3.3.
As analises de variancia foram processadas no programa SISVAR (FERREIRA,
2000), considerando os efeitos de hibridos e regimes de irrigacdo como fixos. As
médias dos hibridos e dos regimes de irrigacdo, ou dos desdobramentos das
interacbes, foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% (BANZATTO & KRONKA,
2006).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas Biométricas

Diferencas significativas foram verificadas tanto entre hibridos quanto entre
regimes hidricos para a maioria das caracteristicas biométricas avaliadas. Nao houve
diferencgas significativas (p > 0,05) entre os hibridos para o incremento relativo em
didmetro de coleto (IR-DC) e em numero de folhas (/IR-NF) e entre os regimes de
irrigacao para o incremento relativo em altura (/IR-ALT) e IR-NF. A interacdo H x RI foi
significativa apenas para incremento relativo em massa seca de caule (IR-MSC; p <
0,01) e para relacao raiz/parte aérea (RPA; p < 0,05). De acordo com a classificagéo de
GOMES (2000), as estimativas dos coeficientes de variagéo (CV, %) sédo consideradas
meédias para incremento relativo em massa seca total (/R-MST), em massa seca caule
(IR-MSC) e razéao raiz parte aérea (RPA); altas para incremento relativo em didmetro do
coleto (IR-DC), em area foliar (IR-AF), em massa seca de folhas (IR-MSF) e de raizes
(IR-MSR) e muito altas para altura (/R-ALT) e numero de folhas (/R-NF) (Tabela 2).

O hibrido H3 apresentou valores de IR-ALT, IR-AF, IR-MSF, IR-MSR e IR-MST
superiores aos hibridos H2, H4 e H5. De forma geral, os hibridos H4 e H5 apresentaram
0s menores valores para a maioria das caracteristicas e H1 e H2, valores
intermediarios. Maiores valores das caracteristicas biométricas foram observados nos
regimes de irrigacéo RI1 e RI2, superando os regimes Rl4 e RI6. Esses resultados sao
semelhantes aos apresentados por VELLINI et al. (2008), trabalhando com 18 clones de
eucalipto sob quatro regimes hidricos. As plantas sao afetadas pela redugcédo na
disponibilidade hidrica e tendem a se desenvolver melhor quando em condigbes
hidricas adequadas, isto &, a baixa disponibilidade hidrica limita o crescimento e a
producdo (FLEXAS et al., 2002). O IR-MSR, IR-ALT e IR-NF foram menos afetados
pela reducéo na disponibilidade hidrica do que as outras caracteristicas (Tabela 2).

De acordo com TAIZ & ZEIGER (2004), um dos primeiros eventos promovidos
pela deficiéncia de agua no solo € uma reducédo do alongamento celular promovendo o

decréscimo da area foliar. Este fato fica comprovado nesse trabalho pelas alteracées na
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area foliar. O IR-MSC e em IR-AF diminuiram a medida que o estresse hidrico tornou-
se mais severo e 0s maiores valores dessas caracteristicas estiveram presentes no H3.
Assim, as alteragdes na area foliar poderao ser consideradas como boas indicadoras do
estresse hidrico.

Segundo REIS et al. (2006) o crescimento em altura, aos 38 meses de idade, de
clones de hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla e de Eucalyptus
camaldulensis x Eucalyptus spp. submetidos a dois regimes de irrigacédo no campo, nao
variou entre os tratamentos de irrigacdo, enquanto o didmetro de coleto foi
significativamente superior nas plantas do tratamento irrigado.

Todos os hibridos apresentaram os menores valores para IR-MSC nos regimes
de menor disponibilidade de agua (RI4 e RI6) e os maiores nos regimes de irrigagao
frequente (RI1 e RI2). O H2 apresentou o menor IR-MSC no RI6 e o H3 foi o hibrido
que apresentou os maiores valores para IR-MSC em todos os regimes hidricos. Desta
forma o H3 parece ser capaz de usar a agua de forma mais eficiente que os demais
hibridos, possibilitando o maior crescimento mesmo sob menor disponibilidade hidrica.
O H4, por outro lado, apresentou os menores valores para IR-MSC em todos os
regimes impostos, porém nao diferiu do H5 no R4 e do H2 e H5 no RI6 (Tabela 3).

Comparando diferentes clones de eucaliptos, para as mesmas caracteristicas
aqui avaliadas, VELLINI et al. (2008) observaram diferengas significativas tanto entre
genotipos quanto entre os regimes hidricos; os clones apresentaram reducdes nas
caracteristicas analisadas a medida que a frequéncia de irrigacao diminuiu e foi
possivel identificar material genético promissor para trabalhos de melhoramento
visando a tolerancia ao estresse hidrico. Maior area foliar e maior biomassa foram
encontradas em mudas irrigadas de Eucalyptus cloeziana e Eucalyptus argopholia
(NGUGI et al., 2003) e maiores valores de area foliar, comprimento de raiz e numero de
ramos foram observados em mudas irrigadas de clones de Eucalyptus globulus
(COSTAE SILVA et al., 2004).

A altura, diametro do caule e numero de folhas em mudas de duas espécies de
eucaliptos decresceram apos o inicio do déficit hidrico, antes mesmo de a transpiracao
ser afetada pela redugédo da agua no solo (MARTINS et al.,, 2008). Mudas de
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Eucalyptus globulus, de trés procedéncias submetidas a diferentes regimes hidricos em
casa de vegetacdo, apresentaram mudancas significativas em caracteristicas
morfologicas e fisiolégicas. A menor disponibilidade de &agua promoveu menor
crescimento em altura, em diametro e em area foliar e o ajuste osmético foi maior diante
do estresse mais severo (GUARNASCHELLI et al., 2003).

Em potenciais hidricos baixos, espera-se um aumento na razao raiz/parte aérea
(TAIZ & ZEIGER, 2004). O H5 apresentou maior razao raiz parte aérea no regime RIG,
de menor disponibilidade de agua (Tabela 3). Assim, é de se esperar que plantas do
HS5, por terem desenvolvido, proporcionalmente mais o sistema radicular em detrimento
da parte aérea, apresentem sistema radicular mais desenvolvido quando plantadas em
regides com deficiéncia hidrica mais acentuada. O H5 apresentou baixo IR-ALT
sugerindo alocacgao de recursos de forma diferenciada entre os componentes da parte
aérea e radicular, talvez como estratégia de tolerar a deficiéncia hidrica imposta. Os
hibridos H4 e H2 apresentaram valores semelhantes para a RPA diante de todos os

regimes hidricos (Tabela 3).

Tabela 3. Incremento relativo (%) em massa seca caule (IR-MSC) e raz&o raiz/parte aérea (RPA) de
cinco hibridos de E. grandis x.E. urophylla submetidos a quatro regimes de irrigagdo (RI1 -
diario; RI2 - a cada 2 dias; Rl4 - a cada 4 dias; RI6 — a cada 6 dias),durante 88 dias.

IR-MSC

RI1 RI2 R14 RI6
H1 8396 Ab 8842 Ab 5986 Bb 5028 Bb
H2 6536 Ac 6818 Ac 5160 Bbc 3906 Cbc
H3 10787 Aa 11146 Aa 7501 Ba 6406 Ba
H4 3906 Ad 4291 Ad 3223 ABd 2630 Bc
H5 6707 Ac 7021 Ac 4170 Bed 3053 Bc

RPA

H1 0,26 Bbc 0,32 ABab 0,40 Ab 0,41 Ab
H2 0,23 Ac 0,22 Ab 0,25 Ac 0,29 Ac
H3 0,33 Bbc 0,39 ABa 0,43 ABb 0,48 Ab
H4 0,36 Aab 0,29 Aab 0,34 Abc 0,37 Abc
H5 0,46 BCa 0,40 Ca 0,56 ABa 0,63 Aa

* médias seguidas por uma mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha para uma mesma
caracteristica, ndo diferem entre si (p > 0,05) pelo teste Tukey).
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Corroborando com os resultados em Eucalyptus nitens e Eucalyptus globulus
notou-se maiores valores para a relacao raiz-parte aérea a medida que a deficiéncia
hidrica tornou-se mais severa (MORONI et al., 2003). REIS et al. (2006) também
verificou maior crescimento radicular, em condicbes de baixa disponibilidade hidrica
sendo, por isso, este crescimento considerado uma estratégia de tolerancia a seca
observado entre hibridos de Eucalypthus , em que os hibridos com intenso crescimento

radicular apresentaram menor sensibilidade ao déficit hidrico.

4.2. Caracteristicas Fisioldgicas

Taxa de assimilagéo liquida (A)

Para a taxa de assimilagao liquida (A) houve diferencas significativas (p < 0,01)
entre hibridos e entre os regimes de irrigacao, tanto ao final do periodo de suspenséao
da irrigagcéo (Tabela 4) quanto apés 48 h da irrigagéo de todos os tratamentos (Tabela
5). Nestas duas situagcbes, a interacdo hibridos x regimes de irrigacédo foi n&o
significativa (p > 0,05).

Ao final do periodo de estresse, ou seja, sob estresse, o hibrido H3 apresentou
maior taxa de assimilacao liquida que os hibridos H2 e H5; por sua vez o H2 nao diferiu
do H1 e H4. Quanto aos regimes de irrigagdo, maiores valores de A foram observados
nos regimes RI1 e RI2, seguido do RI4 e por ultimo pelo RI6.

Apds a irrigacao, ou seja, sob recuperacao (Tabela 5), as diferencas entre os
hibridos foram menores, com o H4 superando o H1, H2 e H5. Também nesta condigao,
o regime de irrigacdo RI1 proporcionou menores valores de A que o RI2, ndo havendo
diferencgas entre as demais situagdes. Diante desses resultados pode-se considerar que
o regime de irrigacdo diario (RI1) ndo proporcionou vantagens nos parametros
fisiologicos, podendo ser considerado como excessivo para esses cinco hibridos de
eucalipto. De uma forma geral, menores valores de A foram observados ao final do

intervalo de irrigacdo, nos regimes cuja irrigacéo € menos freqiiente (RI4 e RI6). Essas
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Tabela 4. Valores de "F" obtidos na analise de variancia para taxa de assimilacéo liquida (A, em pmol

m* s'1), condutancia estomatica (gs, em mol m? s'1), taxa de transpiragdo (E, em mmol m
s)e concentragdo interna de CO, (Ci, em pmol m™? s'1), em plantas de cinco hibridos de E.
grandis x E. urophylla submetidas a quatro regimes de irrigagdo (RI1 - diario; RI2 - a cada
dois dias; Rl4 - a cada quatro dias; RI6 - a cada seis dias). (Médias dos dados obtidos ao

final de sete ciclos de estresse hidrico - Estresse).

Fontes de Caracteristicas
Variacéo A gs E Ci
Hibridos (H) 11,659** 2,585* 1,884"™ 1,052"™
Regimes de Irrigagao (RI) 132,830* 63,691** 46,394 2,090™
H x RI 1,191™ 0,753™ 0,960™ 0,598™
Média 11,15 0,320 2,053 250,8
CV(%) 8,74 19,34 7,33 5,40
Hibridos Médias de Hibridos
H1 11,406 AB 0,317 AB 2,086 2517
H2 10,842 B 0,318 AB 2,026 2529
H3 11,940 A 0,346 A 2,076 2449
H4 11,714 AB 0,337 AB 2,101 250,7
H5 9,861 C 0,281 B 1,976 253,7
Regimes de Irrigacéo Médias de Regimes de Irrigacéo
RI1 13,120 a 0,433 a 2,257 a 2519
RI2 13,351 a 0,391 a 2,222 a 246,5
R14 9,944 b 0,258 b 1,926 b 248.,4
RI6 8,195¢c 0,198 c 1,772 c 256,4

" _ nao significativo pelo teste F (p > 0,05); * e ** significativos pelo teste F (p < 0,05; p < 0,01),
respectivamente.

Médias seguidas por uma mesma letra, mailuscula para hibridos e minuscula para regimes de irrigagéo,
néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

diferengas, contudo, sdo minimizadas ap6s a irrigacéo. Entre os hibridos, o H5 foi o0 que
mais manifestou sensibilidade a suspenséo da irrigacédo, apresentando menor valor de
A ao final do intervalo sem irrigacéo, porém com boa capacidade de recuperagdo. Sob
condi¢cbes favoraveis de disponibilidade de agua (ap6s a irrigagcdo — recuperag¢ao) o
hibrido H4 superou o H1, H2 e H5.

Os maiores valores para A verificados nos regimes de maior disponibilidade de
agua (RI2 e RI1) demonstraram que sob estresse (Rl4 e RI6) houve inibicdo da taxa de

assimilagao liquida, como consequéncia do fechamento dos estdmatos, evidenciado
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Tabela 5. Valores de "F" obtidos na andlise de varidncia para taxa de assimilagédo liquida (A, pmol.
m?.s™), condutancia estomatica (gs, em mol m?s™), taxa de transpiragao (£, em mmol m?s™)
e concentragdo interna de CO, (Ci, pmol.m'z.s'1), em plantas de cinco hibridos de E. grandis
x E. urophylla submetidas a quatro regimes de irrigagdo (RI1 - diario; RI2 - a cada dois dias;
RI4 - a cada quatro dias; RI6 - a cada seis dias). (Médias de sete ciclos de estresse obtidas

um dia ap6s a irrigacéo - Recuperagéo).

Fontes de Caracteristicas
Variacéo A gs E Ci
Hibridos (H) 5,399** 2,279™ 2,962* 2910~
Regimes de Irrigagéo (RI) 4,765 9,624** 1,212" 7,355**
HxRI 1,792 0,903™ 1,278™ 1,84™
Média 12,805 0,377 2,322 236,02
CV(%) 7,19 14,79 4,67 4,76
Hibridos Médias de Hibridos
H1 12,424 B 0,361 2,317 AB 237,9 AB
H2 12,403 B 0,351 2,246 B 231,1B
H3 13,189 AB 0,396 2,341 AB 233,5 AB
H4 13,557 A 0,398 2,335 AB 234,1 AB
H5 12,451 B 0,381 2,370 A 243,4 A
Regimes de Irrigacéo Médias de Regimes de Irrigacdo
RI1 12,222 b 0,406 a 2,321 2456 a
RI2 13,288 a 0,414 a 2,359 235,5b
Rl4 12,737 ab 0,355b 2,301 233,2b
RI6 12,972 ab 0,335b 2,305 229,7b

" _nao significativo pelo teste F (p > 0,05); * e ** significativos pelo teste F (p <0,05; p <0,01),
respectivamente.

Médias seguidas por uma mesma letra, mailuscula para hibridos e minuscula para regimes de irrigagéo,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

também pelos menores valores de gs nestes regimes. O estresse hidrico afeta a
fotossintese, tanto através do fechamento dos estdmatos limitando a troca gasosa,
como pelo comprometimento metabolico (FLEXAS et al., 2002).

Analisando a relacao entre as situagbes “recuperacao/estresse” (Figuras 6 A e
B), percebe-se que o H5, apresentou maior taxa de recuperagdo, embora nao a maior
taxa de assimilacéo liquida; o H2 e H4 apresentaram taxa de recuperagédo semelhante e
o H1 e H3 a menor taxa de recuperacao (Figura 6 A). Mesmo sendo esses valores a
média dos quatro regimes de irrigacdo, pode-se considerar que o H1 e H3 s&o os
menos sensiveis ao déficit hidrico e o H5 o mais sensivel. Ao considerar os quatro

regimes de irrigacdo, nota-se a alta taxa de recuperagéo do RI4 e do RI6, e pouca
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alteragdo no RI1 e RI2. De fato esses dois regimes (RI1 e RI2) ndo foram suficientes
para promover deficiéncia hidrica aos cinco hibridos e, portanto, era esperada menor
taxa de recuperacao (Figura 6 B).

Ao analisarmos a razao entre os regimes de irrigacao RI2, RI4 ou RI6 em relagao
ao RI1 (Figura 6 C), nas condi¢cdes sob estresse e sob recuperacao, percebe-se que a
taxa de assimilagado liquida ndo foi alterada no RI2, mas reduziu em torno de 25% no
Rl4 e 40% no RI6, contudo sob recuperagdo os valores de A foram superiores nos
regimes RI2, RI4 e RI6, comparativamente ao RI1. E provavel que a irrigagéo diaria de
forma a manter 60% da capacidade de retencao de agua pelo substrato ndo seja uma
situacdo adequada para o crescimento do eucalipto. Depreende-se ainda, que para a
taxa de assimilacao liquida, 48 h apoés a irrigagéo foi suficiente para a recuperagéo dos
cinco hibridos, a considerar o nivel de estresse imposto pelos tratamentos.

Em trabalho comparando diferentes clones de Eucalyptus, verificou-se que o
melhor desempenho das caracteristicas fisiolégicas foi observado no regime de
irrigacao diario e o pior no regime de irrigacdo a cada seis dias. Sob condi¢gdes nao
limitantes de agua os estbmatos se mantiveram abertos, as plantas transpiraram
livremente e assimilaram mais carbono resultando em maior crescimento e acumulo de
biomassa (VELLINI et al., 2008). Esses resultados estdo de acordo com FLEXAS et al.
(2002) que afirmam que a baixa disponibilidade hidrica limita o crescimento e a

producéo.

Condutéancia estomatica (gs)

Os hibridos diferiram quanto a condutancia estomatica (gs) ao final do intervalo
sem irrigacéo (Tabela 4), mas n&o apds a irrigagado (Tabela 5). Ao final do intervalo sem
irrigacao, o hibrido H3 apresentou maior gs que o H5, ndo havendo diferengas entre os
demais hibridos. Também, a medida que se aumentou o intervalo de irrigacao foram
observados menores valores de gs, em que os regimes RI1 e RI2 proporcionaram
valores semelhantes, porém superiores ao Rl4 e este, por sua vez, superior ao RI6

(Tabela 4). Apos a irrigacao, houve recuperacgéo parcial nos valores de gs, em que nos
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Figura 6. Raz&do “Recuperagcédo/Sob Estresse” entre a taxa de assimilagdo liquida (A), condutancia

estomatica (gs) e transpiragcéo (E), em plantas de cinco hibridos de E. grandis x E. urophylla
submetidas a quatro regimes de irrigagdo. A - relagdo entre as situagdes “Recuperagéo/Sob
Estresse”, considerando os cinco hibridos; B - relagdo entre as situa¢des “ Recuperagédo/Sob
Estresse”, considerando os quatro regimes e C - razdo entre os regimes de irrigagdo RI2, RI4

e RI6 em relagdo ao RI1 na condigdo sob estresse (E) e recuperagéo (R).
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regimes Rl4 e RI6 foram observados valores inferiores aos do RI1 e RI2, embora com
um acréscimo de 38% no Rl4 e de 69% no RI6, contra apenas 6% no RI2 e uma
reducao de 7% no RI1 (Figura 6 B). Nao se esperava diferengas nos valores do RI1 e
do RI2, antes e apdés a irrigacéo, posto que nesse regime as plantas dos cinco hibridos
eram irrigadas diariamente ou a cada dois dias, respectivamente, e a avaliagédo sob
recuperagao ocorreu 48 h apos a irrigagao de todos os tratamentos. Assim, pequenas
alteracbes nos valores das caracteristicas avaliadas no RI1 e no RI2 devem-se mais as
condic¢bes climaticas, principalmente de temperatura e de umidade relativa, nos dias de
avaliacdo do que ao regime de irrigagao.

A gs foi mais sensivel a supresséao da irrigagdo do que as demais caracteristicas,
com redug¢do mais acentuada nos regimes de irrigacdo mais espacados (Figuras 6. B e
C). Isto pode ser evidenciado, também, pelo valor do coeficiente de variagcédo
experimental, préximo a 20% ao final do intervalo sem irrigagdo e de 15% apds a
irrigagdo. Esses valores s&o aproximadamente o dobro daqueles observados para a
taxa de assimilagéo liquida (A) e cerca de trés vezes para a taxa de transpiragéo (E) e
concentracdo interna de CO, (Ci), portanto evidenciam maior heterogeneidade nos
resultados.

Pela razéo “recuperacéao/estresse” percebe-se que o H5 foi o mais responsivo a
irrigacdo com aumento nos valores de gs na ordem de 35%; o H2 apresentou a menor
taxa de recuperacéo (Figura 6 A). Pela razdo entre os valores de gs em relacédo ao
regime de irrigacédo RI1 (Figura 6 C) nota-se uma redug¢ao de aproximadamente 10%,
40% e 55%, respectivamente, no RI2, RI4 e RI6, sob estresse, porém a recuperacao
nesta caracteristica n&o foi tdo rapida quanto a verificada na taxa de assimilagao
liguida. No RI4 e no RI6, a recuperacgao foi de 87% e de 82%, em relacado ao RI1.
Assim, da mesma forma que o fechamento estomatico € uma das primeiras estratégias
da planta a deficiéncia hidrica, reduzindo, por conseguinte, os valores de gs, também
esta caracteristica demandou mais tempo para sua completa recuperagédo, neste
experimento.

Além das diferengas apresentadas entre hibridos e entre regimes de irrigacao,

pode-se observar boa recuperacéo dos hibridos nos regimes de menor disponibilidade
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de agua apos a irrigacdo. De modo geral, a recuperagéo foi maior para a taxa de
assimilagao liquida (A) e condutancia estomatica (gs) do que para a transpiracao (E).
KIRSCHBAUM (1987) observou, em Eucalyptus pauciflora, a recuperagédo do potencial
hidrico foliar em 7 h e em fotossintese um dia apds a irrigacao. Essa recuperagéo das
trocas gasosas logo apdés a irrigagao é indicativo de tolerancia ao estresse. A taxa de
fotossintese, condutancia estomatica e a transpiragcdo aumentaram nas plantas de
todos os hibridos ap6s a irrigagdo, concordando com os resultados obtidos em Euterpe
oleraceae (agai) (CALBO & MORAES, 2000), Bactris gasipaes (pupunheira) (OLIVEIRA
et al., 2002) e Myracrodruon urundeuva (aroeira-do-sertdo) (QUEIROZ et al., 2002).

Os valores de condutancia estomatica foram decrescentes com a redugéo da
disponibilidade de agua. O fechamento estomatico € uma das estratégias de defesa
contra a seca, assim como a reducdo da area foliar e o aprofundamento do sistema
radicular (TAIZ & ZEIGER, 2004). Estdbmatos devem funcionar para maximizar a
assimilagdo enquanto diminui o dano de desidratacao (PITA et al., 2005). CHAVES et
al. (2002) salientam que em muitos experimentos tem sido observado que respostas
estomaticas sdo mais estreitamente relacionadas ao conteudo de agua no solo do que
ao status hidrico da planta, sugerindo que estématos respondam a sinais quimicos (por
exemplo o acido abscisico) produzidos pela desidratacdo da raiz enquanto o status
hidrico da folha se mantém constante. No entanto, falta uma compreenséo clara de
como os sinais de estresse hidrico, percebidos na raiz e locais das folhas, séo
integrados para o controle da condutancia estomatica e como eles diferem entre as
plantas com tolerancia a seca de estratégias diferentes (PITA et al., 2005).

A forte relagdo entre condutancia estomatica e varios parametros fotossintéticos
levaram FLEXAS & MEDRANO (2002) a sugerirem o uso de condutancia estomatica
como um parametro de referéncia para avaliar o grau de estresse hidrico. Além disso, a
condutancia estomatica pode ser uma ferramenta util no melhoramento genético para
selecdo para maior produtividade em ambientes propensos a seca, porque a
condutancia estomatica fornece uma ligacdo crucial entre a perda de agua pela
transpiracao e ganho de carbono (e, portanto, do crescimento) e entre a economia de

agua pelo fechamento dos estdmatos e maior estresse por calor (PITA et al., 2005).
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Essas mudancas na condutancia estomatica sdo de grande importancia, pois genétipos
que apresentam este controle quando submetidos a situagdes de falta de agua podem
tolerar ou resistir periodos variaveis de deficiéncia hidrica no solo (CHAVES, 1991).

O estresse hidrico também promoveu redugcdo nos valores de assimilagcédo
liquida, condutancia estomatica e transpiragdo além da diferenga de comportamento
entre diferentes clones de eucaliptos (TATAGIBA et al., 2007a). Diferentes populacdes
de Eucalyptus microtheca empregaram diferentes estratégias de sobrevivéncia (menor
producdo de biomassa e acumulacao de acido abscisico) sob estresse hidrico. Essas
diferengas morfologicas e fisiolégicas poderéo ser empregadas no melhoramento, como
critério para selegdo de genoétipos para regides aridas e semi-aridas (LI & WANG,
2003). Mecanismos de resisténcia a seca avaliados com base em respostas fisioldgicas
e morfoldgicas, com énfase no crescimento de raizes e propriedades hidraulicas, em
dois clones de Eucalyptus globulus, mostraram que o clone mais tolerante apresentou
maior crescimento de raizes e maior condutancia hidraulica além de um crescimento
menor das plantas com reducao da area foliar (COSTA E SILVA et al., 2004).

Transpiracgéo (E)

A taxa de transpiragéo (E) diferiu (p < 0,01) entre os regimes de irrigacao, mas
nao entre os hibridos ao final do intervalo de suspenséo de irrigacao (Tabela 4). O
regime de irrigagdo menos frequente (RI6) proporcionou o menor valor de E, seguido
pelo RI4. Os regimes RI1 e RI2 proporcionaram maiores valores de E, sem diferencas
entre os mesmos.

Segundo TONELLO & FILHO (2007) a taxa de transpiracdo, a semelhanga das
outras caracteristicas analisadas, também foi afetada pela baixa disponibilidade hidrica,
0 que comprova que a limitagao na disponibilidade hidrica afeta todas as caracteristicas
relacionadas a fotossintese. Entretanto, na auséncia de um suprimento adequado de
agua, a transpiragdo excessiva gera uma deficiéncia hidrica nas folhas, estimulando o
fechamento dos estdmatos e reduzindo a transpiragédo. SILVA et al. (2005) estudando

plantas de Mimosa caesalpinifolia (sabia) obtiveram valores de reducao para a taxa de



41

transpiracdo em torno de 78% para as plantas estressadas; ja para plantas de
Enterolobium contortisiliquum (tamboril) essa reducgéo foi de 42%. No presente trabalho
houve uma reducéo de 15% a 21% (Figura 6 C) nos regimes de menor disponibilidade
de agua (R4 e RI6, respectivamente).

Apés a irrigacdo houve diferencas (p < 0,05) entre hibridos, mas nao entre os
regimes de irrigacéo quanto a taxa de transpiracao (Tabela 5). Nesta situagéo o hibrido
H5 superou o H2. Houve total recuperacao na taxa de transpiracao entre os regimes de
irrigacao, mesmo naqueles em que ao final do intervalo de suspensdo da irrigagao
foram observados os valores mais baixos de E.

Quanto a razdo recuperagao/estressado, a taxa de transpiragédo apresentou
comportamento intermediario entre a condutancia estomatica e a taxa de assimilacao
liquida, porém mais proximo a assimilagdo, e com recuperacgédo total apds a irrigacéo
(Figura6 A, B e C).

Pelos valores observados de E, A e gs, ao final do intervalo de suspensao de
irrigacao, depreende-se que os regimes de irrigacdo impostos foram eficientes em
promover alteracbes no metabolismo das plantas, com reducéo nos valores dessas
caracteristicas @ medida que aumentou o intervalo de irrigagdo. A Figura 7 mostra
plantas com murchamento e lesdes em forma de “V” invertido que € um sintoma

caracteristico do déficit hidrico no género Eucalyptus.

Concentracéo interna de CO, (Ci)

Para a concentracéao interna de CO; (Ci) ndo houve diferengas significativas (p <
0,05) entre hibridos ou entre os regimes ao final do periodo dos regimes de irrigagao
(Tabela 4), mas apds a irrigacéo, diferencas significativas foram observadas entre
hibridos e entre regimes (Tabela 5). Na recuperagéo, o H5 apresentou maior Ci que o
H2. Também na recuperacdo o RI1 proporcionou os maiores valores para Ci, diferindo

dos demais regimes (Tabela 5).
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Figura 7. Plantas com sintomas de murcha devido ao déficit hidrico (A; B). Lesdes foliares provocadas

pelo estresse hidrico (C). Lesao foliar em forma de “V” invertido (D).
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Os valores de Ci mostraram-se levemente superiores durante o estresse hidrico
tanto nos hibridos como nos regimes de irrigagdo menos frequente (Tabelas 4 e 5),
embora, as diferengas encontradas nos valores de Ci sejam muito proximas nas duas
situagbes. Maiores valores de Ci, antes da irrigacao, podem ser devidos ao ajustamento
do grau de abertura dos estdbmatos, em condi¢cdes de estresse, pois as plantas tendem
a diminuir a abertura estomatica para amenizar perdas de agua por transpiragao,
retendo mais CO;, nas folhas (LARCHER, 2003). O leve aumento de Ci durante o
estresse também pode estar relacionado a queda na atividade de enzimas (ribulose 1-5
bifosfato carboxilase oxigenase) envolvidas no processo de fixagdo de CO, (FLEXAS &
MEDRANO, 2002). Na recuperagdo, os menores valores de Ci podem estar

relacionados a retomada dos processos fotossintéticos.

Potencial hidrico foliar (¥;) e conteudo relativo de agua (CRA)

Houve diferengas (p < 0,01) entre os hibridos e entre os regimes de irrigagédo
quanto ao potencial hidrico foliar ( %) e ao conteudo relativo de agua nas folhas (CRA);
para o CRA a interacdo hibridos x regimes de irrigacédo também foi significativa (p <
0,01) (Tabela 6).

Observou-se que os regimes de irrigacdo RI1 e RI2 nado diferiram entre si e
proporcionaram maiores W que os regimes Rl4 e RI6. O H5 foi o hibrido que
apresentou o0 menor ¥, entre os hibridos, apresentando também a menor taxa de
assimilagdo liquida e condutancia estomatica. Esse hibrido também apresentou o
menor valor para a taxa de transpiragdo, embora sem diferengcas entre os demais
hibridos, quando em estresse; em recuperagdo mostrou-se diferente do H2. De forma
geral, as plantas com os menores potenciais hidricos também apresentaram menores
taxas de transpiracdo. Este comportamento indica que conforme a planta encontra
maiores restricdes de agua no solo, ou seja, agua disponivel para suas necessidades
fisiologicas, ela também exercera restricdo na abertura dos estdmatos para liberagao de
agua para a atmosfera (TONELLO & FILHO, 2007).
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Tabela 6. Valores de "F" para as caracteristicas potencial hidrico foliar (¥, em MPa), contetdo relativo
de agua (CRA, em %), eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) e indice de conteudo
de clorofila (ICC) de cinco hibridos de E. grandis x E. urophylla submetidos a quatro
regimes de irrigagdo (RI1 - diario; RI2 - a cada dois dias; Rl4 - a cada quatro dias; RI6 - a
cada seis dias). Dados médios de ciclos de avaliagdo de estresse (n = 2 ciclos para ¥, n =3

ciclos para CRA, n =7 ciclos para Fv/Fm e ICC).

Fontes de Caracteristicas
Variagédo Y, CRA Fv/Fm ICC
Hibridos (H) 7,78** 8,82** 4,70** 24,64*
Regimes de Irrigagéo (RI) 37,70** 26,96** 0,13™ 26,65**
HxRI 1,30™ 2,50** 1,22M 2,48**
Média 27,66 2,49 1,37 11,03
CV(%) -0,83 90,83 0,819 13,29
Hibridos Médias de Hibridos
H1 -0,75 A 91,8 A 0,820 AB 11,78 C
H2 -0,80 A 91,0 A 0,818 AB 13,75B
H3 -0,76 A 91,2A 0,827 A 12,70 BC
H4 -0,76 A 91,2 A 0,819 AB 15,90 A
H5 -1,09B 88,2B 0,812B 12,33C
Regimes de Irrigacéo Médias de Regimes de Irrigacéo
RI1 -0,54 a 929 a 0,819 11,80 c
RI2 -0,64 a 92,8 a 0,820 12,58 bc
Rl14 -1,06 b 89,3b 0,820 13,44 b
R16 -1,10b 88,4 b 0,818 15,32 a

" _-nao significativo pelo teste F (p > 0,05); * e ** significativos pelo teste F (p <0,05; p <0,01),
respectivamente. Médias seguidas por uma mesma letra, mailscula para hibridos e minuscula para
regimes de irrigacdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Como pode ser observado na Tabela 7 o CRA foi superior a 90% nos regimes de
irrigagédo RI1 e RI2, ndo diferindo entre os hibridos. No RI4 e no RI6, o hibrido H5
apresentou CRA de 83,5% e 84,5%, respectivamente, valores esses inferiores aos
observados para os demais hibridos. Os hibridos H1 e H2 apresentaram pequenas
alteragdes, né&o significativas estatisticamente, no CRA nos quatro regimes de irrigagéo;
os hibridos H3 e H4 apresentaram reducao significativa no CRA apenas no RI6 e o
hibrido H5 apresentou reducao significativa no CRA no Rl4 e no RI6, comparativamente
aos RI1 e RI2. Este hibrido (H5) também apresentou os menores valores para A e gs,
mostrando assim sua sensibilidade ao estresse hidrico com algum possivel dano no seu

aparato fotossintético.
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Mesmo com redugdo do CRA no RI6, os valores observados para essa
caracteristica ndo comprometeram seriamente o metabolismo das plantas, como pode
ser constatado pela maioria das caracteristicas fisiolégicas. Em geral, considera-se que
valores de CRA inferiores a 75% ja promovam nas plantas limitagdes nas suas
atividades fisioldgicas (SMIT & SINGELS, 2006). Deve-se considerar, contudo que essa

caracteristica foi avaliada em apenas trés ciclos de estresse.

Tabela 7. Conteudo relativo de agua (CRA) e indice de conteudo de clorofila total (/CC) em plantas de
cinco hibridos de E. grandis x E. urophylla submetidas a quatro regimes de irrigagéo (RI1 -
diario; RI2 - a cada dois dias; RI4 - a cada quatro dias: RI6 - a cada seis dias). Dados médios

de ciclos de avaliagéo de estresse (n = 3 ciclos para CRA e n =7 ciclos para /CC).

CRA
Hibridos\Regimes de irrigacao RI1 RI2 RI4 RI6
H1 92,6 Aa 92,9 Aa 91,8 Aa 89,9 Aa
H2 92,9 Aa 93,2 Aa 91,1 Aa 90,0 Aa
H3 93,5 Aa 92,7 Aa 89,9 ABa 88,5 Ba
H4 92,5 ABa 93,1 Aa 90,1 ABa 88,9 Ba
H5 93,3 Aa 91,6 Aa 83,5 Bb 84,5 Bb
ICC
H1 10,76 Ab 12,26 Aab 11,48 Ab 12,62 Ac
H2 12,34 Bab 13,40 ABa 14,92 Aa 14,32 ABc
H3 11,96 Bab 12,06 Bab 12,10 Bb 14,96 Abc
H4 13,96 Ca 14,52 BCa 16,44 ABa 18,68 Aa
H5 10,30 Bb 10,68 Bb 12,28 Bb 16,04 Ab

Médias seguidas por uma mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p > 0,05).

FREITAS et al. (2007) concluiram que o conteudo relativo de 4gua em Euterpe
edulis Mart. (acai) diminuiu nas plantas sob estresse hidrico devido a baixa quantidade
de agua no solo e através da transpiracéo algumas plantas estressadas perderam agua

para a atmosfera, tornando-se murchas.
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Eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (F./F,) e indice de conteudo de clorofila
(ICC)

Para a eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (F./F;,) houve diferencas
significativas (p < 0,01) entre os hibridos e para o indice de conteudo de clorofila (/CC),
houve efeito significativo de hibridos, regimes de irrigacdo e da interacao entre ambos
(Tabela 6).

As diferencas entre hibridos foram relativamente pequenas para F./F,, com o
hibrido H3 superando o H5, indicando apenas a variabilidade entre os mesmos, mas
nao danos no fotossistema Il. Nao houve diferencas nos valores de F,/F,, nos diferentes
regimes de irrigacéo, o que diverge dos resultados encontrados por LIMA et al. (2003)
que observaram decréscimo nos valores dessa caracteristica em plantas de eucalipto
submetidas ao déficit hidrico. Quando uma planta esta com seu aparelho fotossintético
intacto, a razdo F./F, deve variar entre 0,75 e 0,85 (BOLHAR-NORDENKAMPF et al.,
1989), enquanto queda nesta razéo reflete a presencga de dano fotoinibitério nos centros
de reacéo do PSIl (BJORKMAN & DEMMING, 1987). Depreende-se, com isso, que a
deficiéncia hidrica imposta pelos regimes nao promoveu efeitos deletérios ao
fotossistema Il (PSIl). O ambiente de casa de vegetacéo pode ter amenizado as plantas
da radiacao solar direta. A casa de vegetacgao era revestida por um filme de plastico na
parte superior e nas laterais por telas que interceptam a luz solar explicando, assim, os
resultados obtidos.

Segundo os autores abaixo relacionados a emisséo de fluorescéncia da clorofila
a de dois clones de Eucalyptus, em duas épocas (seca e chuvosa), também nao foi
afetada pelo estresse imposto. A deficiéncia hidrica no solo, durante a época seca, nao
foi suficiente para provocar dano ao aparato fotoquimico do PSIl, mostrando a
capacidade de tolerancia dos dois clones sobre as condigdes ambientais adversas
(TATAGIBA & PEZZOPANE, 2007).

De uma forma geral, o /ICC foi menor nos regimes de irrigagcdo mais frequentes,
independentemente do hibrido. O hibrido H5 esteve sempre entre os hibridos de menor

ICC, exceto no RI6, por outro lado o H4 e H2 estiverem entre os de maior ICC, exceto o
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H2 no RI6 (Tabela 7). O hibrido H1 apresentou valores nao significativos perante todos
os regimes. Maiores valores de /CC tem sido relatados em tratamentos com menor
frequéncia de irrigagéo, provavelmente pelo menor crescimento e, consequentemente,
pela maior concentragdo de N nas plantas nestas condi¢cbes. Esses resultados séo
semelhantes aos encontrados por VELLINI et al. (2008), estudando 18 clones de
eucaliptos submetidos a quatro regimes de irrigagcdo. Em geral, menores valores de /ICC
foram verificados no RI1, o que pode ser atribuido a um possivel efeito de diluigdo de
nutrientes, principalmente o nitrogénio, pois, como foi verificado, este regime foi

considerado excessivo ao desenvolvimento dos cinco hibridos.

4.3. Caracteristicas Bioquimicas
Prolina livre

Os teores de prolina livre nas folhas (umol.g™ de massa fresca) apresentaram
diferencgas significativas (p < 0,01) entre hibridos, entre os regimes de irrigacdo e na
interacao hibridos x regime de irrigacédo (H x RI), mas as maiores variagdes nos teores
de prolina se devem aos diferentes regimes hidricos e ndo aos diferentes hibridos
(Tabela 8).

O hibrido H1 apresentou maiores teores de prolina livre no RI6 e RI4 e os
menores valores nos regimes de irrigagdo RI1 e RI2. Os hibridos H2, H3 e H4
apresentaram comportamento semelhante diante dos regimes hidricos impostos. O H5
apresentou alto teor de prolina livre no RI6 e valores menores e semelhantes nos
demais regimes (Tabela 9). Nos regimes de irrigagcado RI1, RI2 e RI4 os hibridos n&o
diferiram quanto aos teores de prolina, mas no RI6, o hibrido H5 apresentou os
maiores teores de prolina livre, diferindo dos demais hibridos. Assim, esta interacao
foi significativa, provavelmente, devido ao comportamento diferenciado deste hibrido,
neste regime.

Dados semelhantes foram obtidos por MERCHANT et al. (2007) trabalhando com

6 espécies de Eucalypthus sob déficit hidrico. Neste trabalho o ajuste osmatico, atraves
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do acumulo de solutos na célula, foi resposta comum provando ser a explicagédo
fisiologica de tolerancia a seca e, assim, mostra a necessidade de se identificar
osmolitos que se acumulam sob estresse no género Eucalyptus. De acordo com
SHVALEVA et al. (2005), comparando dois clones de Eucalyptus globulus, submetidos
ao estresse hidrico, foi constatado decréscimo ndo s6 no crescimento como, também,
no potencial osmoético em raizes e folhas através do ajuste osmético (aumento na
concentracdo de acgucares soluveis e de prolina), a medida que o estresse tornou-se

mais severo.

Tabela 8. Valores de “F” para os teores de prolina livre nas folhas (pmol.g'1de massa fresca) e de glicina
betaina (pmol.g'1 de massa seca) de cinco hibridos de E. grandis x E. urophylla, ao final do 3°
ciclo de avaliagdo sob diferentes regimes de irrigagdo (RI1 — diario, RI2 — a cada 2 dias,
RI4 — a cada 4 dias e RI6 - a cada 6 dias).

Caracteristicas
Fontes de variagdo  Prolina livre (umol g'de massa fresca) Glicina Betaina (umol g”'de massa fresca)
Hibrido (H) 6,79** 2,52"
Regime hidrico (RI) 25,26 5,15**
H x RI 4,19 3,41%*
Média 26,98 10,63
CV (%) 27,47 10,14
Hibridos Médias de hibridos

H1 25,13bc 10,84ab

H2 28,92ab 10,12b

H3 19,77¢ 10,61ab

H4 28,45ab 10,35ab

H5 32,63a 11,21a

Regimes hidricos Médias de Regimes hidricos

RI1 20,29c 10,55ab

RI2 20,66¢ 9,94b

R14 29,08b 10,77ab

RI6 37,89a 11,25a

" n&o sinificativo (p > 0,05); *: significativo (p < 0,05); **:significativo (p <0,01);
2 médias seguidas por uma mesma letra, minuscula para hibridos e maiuscula para regimes de
irrigagéo, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p > 0,05).

Em cana-de-acgucar foi constatado aumento de 151,3% no teor de prolina com o

aumento da deficiéncia hidrica no solo (BIDOIA et al., 2006). Existem relatos que
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consideram a prolina como o principal soluto compativel em plantas sob condi¢des de
deficiéncia hidrica (ASHRAF & FOOLAD, 2007). No ajuste osmoético de folhas com
baixo potencial hidrico, a prolina se acumula como soluto compativel para estabilizar
membranas e manter a conformacéo de proteinas, o que impede a desidratacdo do
citosol (KISHOR et al., 2005).

Tabela 9. Teores foliares de prolina livre (pmol.g'1 de massa fresca) e de glicina betaina (umol g'1 de
massa seca) de cinco hibridos de E. grandis x E. urophylla submetidos a quatro regimes de
irrigacdo (RI1 - diaria; RI2 -a cada 2 dias; Rl4 -a cada 4 dias e RI6 -irrigagéo a cada 6
dias), ao final do 3° ciclo de avaliagdes.

Prolina livre (umol g" de massa fresca)

Hibridos RI1 RI2 R4 RI6
HA1 17,64Ba 17,15Ba 30,53ABa 35,21Ab
H2 25,99Aa 24,21Aa 29,99Aa 35,47Ab
H3 17,29Aa 16,73Aa 21,00Aa 24,08Ab
H4 24,21Aa 22,76Aa 34,53Aa 32,28Ab
H5 16, 34Ba 22,43Ba 29,33Ba 62,43Aa

Glicina Betaina (umol g’ de massa fresca)
H1 9,25Bb 10,21Ba 11,09ABa 12,83Aa
H2 10,74Aab 9,31Aa 10,96Aa 9,47Ab
H3 10,68ABb 8,81Ba 10,96Aa 12,00Aa
H4 9,93Ab 10,61Aa 10,04Aa 10,81Aab
H5 12,18Aa 10,74Aa 10,77Aa 11,17Aab

*: médias seguidas por uma mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre si
(p > 0,05) pelo teste Tukey.

Segundo BRITO et al. (2008) a fungéo da prolina na resposta ao estresse hidrico
€ questionada. Em plantas superiores, o acumulo de prolina pode estar relacionado a
sintese “de novo” e a diminuigcdo de seu catabolismo. Porém, a baixa utilizagdo de
prolina durante o estresse, em consequéncia da reducdo na sintese protéica e do
aumento na protedlise, também pode contribuir para seu acumulo. Esses autores

enfatizam que toda a controvérsia em torno da fungdo da prolina pode refletir a
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predominancia de sua agao em outros mecanismos de resisténcia que néo o ajuste
osmotico.

Varios trabalhos tém indicado que a prolina também pode ser um indicador da
severidade do estresse, ao invés de estar associada a um mecanismo protetor
(VERBRUGGEN & HERMANS, 2008). Deste modo, o acumulo desse aminoacido so
seria promovido caso a desidratagdo celular ultrapasse um limiar de dano a célula,
sendo seu acumulo mais notério em gendtipos mais sensiveis. Neste caso, o acumulo
de prolina no hibrido mais sensivel ao estresse hidrico evidenciaria que o acumulo
desse soluto ndo esteve associado a maior tolerancia a seca e sim como consequéncia
do estresse hidrico severo, o que esta de acordo com SERRAJ & SINCLAIR (2002).

De acordo com SILVA et al. (2010) os teores de prolina em folhas de café
Conilon, sob estresse hidrico severo, também aumentaram, particularmente nos
tratamentos envolvendo o clone sensivel ao déficit hidrico. Desta maneira, o ajuste
osmotico potencial verificado no clone sensivel ao déficit hidrico ndo foi um mecanismo
efetivo de tolerancia a seca, mas provavelmente um componente de um mecanismo de
adaptacgao ao estresse hidrico.

Isto parece explicar os resultados obtidos neste trabalho em que o hibrido H5,
considerado o mais sensivel a partir das outras caracteristicas aqui avaliadas, também
apresentou os maiores teores de prolina, na condigdo de menor disponibilidade hidrica.
Entretanto, isso ndo excluiria a possibilidade de que, em outros gendétipos, o aumento
no teor de prolina possa contribuir para tolerancia a seca (SILVA et al., 2010). Desta
maneira estudos visando a verificagdo da prolina livre, como molécula sinalizadora que
induz a expresséo de genes ligados a tolerancia ao déficit de agua no solo, seriam

interessantes.
Glicina Betaina

Os teores de glicina betaina nas folhas (umol.g™ de massa seca) apresentaram

diferengas significativas (p < 0,01) entre os diferentes regimes de irrigacédo e na



51

interac&o hibrido x regime de irrigagdo, mas n&o entre (p > 0,05) os diferentes hibridos
(Tabela 8).

No regime de irrigacéo RI1 o hibrido H5 apresentou os maiores teores de glicina
betaina. H1 e H4 os menores valores e os hibridos H2 e H3, valores intermediarios. No
RI2 e RI4 todos os hibridos apresentaram comportamento semelhante. No RI6, os
hibridos H1 e H3 apresentaram os maiores teores de glicina betaina e o H2, o menor.
Avaliando cada hibrido, dentro dos regimes de irrigacédo, verificou-se que o H1
apresentou os maiores teores de glicina betaina no RI6 sem diferengas estatisticas nos
demais regimes de irrigacdo. Os hibridos H2, H4 e H5 apresentaram comportamento
semelhante nos diferentes regimes hidricos. O hibrido H3 apresentou maiores valores
de glicina betaina nos regimes RI6 e Rl4, comparativamente ao RI2 (Tabela 9).

Durante a desidratagc&o, o acumulo de solutos compativeis como prolina, glicina
betaina, entre outros compostos, tem importante papel na osmoprotecéo
(VALLIYODAN & NGUYEN, 2006). Em plantas jovens de cana-de-agucar foi verificado
que o acumulo de glicina betaina contribuiu para o ajuste osmético sob o efeito
interativo do estresse acido em solos com baixo potencial hidrico. Ja o acumulo de
prolina foi mais relacionado com a quantidade de agua disponivel no solo do que com a
presenca da acidez (CARLIN & SANTOS, 2009).

A glicina betaina &€ acumulada em varias espécies sob condi¢bes de estresse,
principalmente o estresse salino e a seca. Acumulo de glicina betaina tem sido
registrado em beterraba, espinafre, ervilha, trigo e sorgo e nessas espécies tem sido
mostrado que os gendtipos mais tolerantes acumulam maiores teores de glicina (YANG
et al., 2003). Por outro lado, a relacao entre tolerancia a estresse e acumulo de glicina
betaina nem sempre é existente e ha espécies que nédo produzem esse composto,
como é o caso do arroz e do tabaco; porém, plantas transgénicas dessas espécies que
expressem 0S genes responsaveis pela sintese de glicina betaina passam a exibir
maior tolerancia a seca que as linhagens selvagens nao transformadas (RHODES &
HANSON, 1993).

As diferencas no acumulo de glicina betaina foram pequenas e, a principio, ndo

podem ser relacionadas nem a tolerancia dos hibridos e nem a severidade dos regimes
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de irrigacao impostos. Os hibridos, de forma geral, apresentaram comportamento
semelhante diante dos regimes impostos, assim como as variagdes entre os regimes
de irrigacdo n&do apresentaram tendéncia definida. Assim, ha necessidade de mais
estudos para explicar e identificar solutos compativeis que possam se acumular sob

estresse no género Eucalyptus.

4.4. Associacao entre as Caracteristicas

O estresse ocasionado pela deficiéncia hidrica € sentido em toda a planta, desde
os pélos radiculares até os estdbmatos sendo, portanto, complexo e podendo envolver
varios mecanismos para aclimatacao a seca, que s&o variaveis com a espécie e com a
intensidade e duragéo do estresse. Dentre as principais modificagbes estao alteragcbes
morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas como a reducao da area foliar, crescimento do
sistema radicular, fechamento dos estdmatos e acumulo de substancias protetoras,
durante a aclimatagéo da planta a seca (LOPEZ et al., 2008).

Com relacéo as caracteristicas de crescimento avaliadas, o hibrido H3 superou
os demais quanto aos valores de incremento relativo em altura, area foliar, massa seca
de folhas, caule, raizes e total, sob o regime de menor disponibilidade hidrica, podendo-
se, assim, inferir a ele maior tolerancia ao déficit hidrico. Por outro lado, o hibrido H5
apresentou-se entre os hibridos com os menores valores nas caracteristicas de
crescimento, portanto, de maior sensibilidade ao estresse imposto. Contudo, o H5
apresentou, em resposta ao déficit hidrico, maior crescimento do sistema radicular e
maior taxa de recuperacgéo, apos a irrigacéo de todos os tratamentos, podendo, deste
modo, ser considerado um material interessante para trabalhos futuros de
melhoramento.

As respostas fisioldgicas e bioquimicas variam de acordo com o genétipo, mas
de modo geral as modificagdes referentes a deficiéncia hidrica incluem um menor
potencial hidrico no solo e nas folhas (LIBERATO et al., 2006), aumento da sintese de
osmoprotetores, como prolina e agucares (MCCORMICK et al., 2008), diminuigdo da

eficiéncia quantica do fotossistema Il (SILVA et al., 2007), reducao do teor relativo de
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agua na folha (LOBATO et al., 2008) e decréscimo da condutancia estomatica e taxa
fotossintética (POLIZEL, 2007).

Muitas plantas podem se aclimatar a um estresse moderado de falta de agua
através de ajustamento osmotico, o que possibilita a manutencédo da turgescéncia
celular e, conseqlentemente, o crescimento em baixos potenciais de agua nas folhas
(ARRIEL, 2004). Este ajuste osmotico, além de se apresentar como resposta comum ao
déficit hidrico, pode estar relacionado ao grau de tolerancia a seca, mas também
podera ser conseqiéncia da intensidade e duracao do estresse hidrico. Ha consideravel
variagao interespecifica no género Eucalyptus na capacidade de regular o potencial
osmotico (MERCHANT et al., 2007).

O hibrido H5 apresentou alto teor de prolina nas folhas sob menor disponibilidade
hidrica, superando os demais hibridos. Nesta condigcdo os outros hibridos também
apresentaram elevados valores de prolina, embora sem diferengca entre os demais
regimes, com exce¢ao do H1. Os teores de prolina livre obtidos neste trabalho parecem,
assim, serem indicadores da severidade do estresse, pois mostrou maior acumulo no
hibrido mais sensivel, e ndo a tolerancia dos hibridos a seca. Este fato vem ao encontro
de alguns trabalhos em que se verifica a associacdo marcante deste osmolito como
indicador da severidade do estresse hidrico. Em muitos trabalhos encontrados na
literatura é também marcante a associagdo desse osmolito na caracterizacédo de
genodtipos tolerantes a seca, o que nao foi o caso do presente trabalho, pois sua
presenca nao foi marcante no hibrido H3, considerado tolerante, sob outros aspectos.

O mesmo nao ocorreu para os valores de glicina betaina, em que os teores de
glicina betaina ndo apresentaram variagéo definida, nem em relagdo aos hibridos, nem
em relacdo aos regimes de irrigacdo, nas condigbes desse trabalho. Assim, as
pequenas diferencas encontradas para o acumulo deste osmdlito, ndo podem ser
atribuidas como indicadores de estresse hidrico, nem da tolerancia dos hibridos, neste
trabalho. De fato, muitos autores tém indicado que a glicina betaina estd mais
associada ao estresse salino do que ao estresse hidrico. Surge, entédo, a importancia de

se identificar osmoélitos que possam se acumular em resposta ao déficit hidrico
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verificando-se, assim, se este acumulo ocorre em fungao da tolerancia ou em resposta
ao estresse imposto.

A identificagdo e a compreensao dos mecanismos de resisténcia a seca sao,
assim, fundamentais no desenvolvimento de novos cultivares comerciais mais
resistentes ao estresse hidrico (NEPOMUCENO et al., 2001). Estudos como este, aqui
apresentado, mostram-se promissores ndo s6 para o estudo da variabilidade genética,
mas também para o complexo entendimento do mecanismo de adaptagao das plantas

ao déficit hidrico, merecendo estudos mais detalhados e direcionados a cada espécie.
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5. CONCLUSOES

As caracteristicas biométricas e fisiologicas apresentaram menores valores com a
reducdo da disponibilidade hidrica, independentemente dos hibridos de Eucalyptus
grandis x Eucalyptus urophylla.

As alteracgdes na area foliar, na massa de matéria seca de caule e na condutancia
estomatica sao boas sinalizadoras de estresse hidrico.

O acumulo de prolina nas folhas, com a redugéo da disponibilidade hidrica, esta
associado ao estresse hidrico imposto e ndo a tolerancia dos hibridos a seca.

Os teores de glicina betaina ndo foram associados nem a tolerancia dos hibridos
e nem as condi¢des de disponibilidade hidrica do solo.

O hibrido H3 é o mais tolerante e o H5 o mais sensivel a reducdo da

disponibilidade hidrica no solo.
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