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FENOTIPAGEM PARA ESTUDOS DE TOLERANCIA A DEFICIENCIA HIDRICA
EM EUCALIPTO

RESUMO - A cultura do eucalipto € de grande importancia para o setor
florestal brasileiro, constituindo-se numa excelente opcdo madeireira para diversos
usos. Nos ultimos anos, o cultivo do eucalipto tem-se expandido para regides com
altos indices de deficiéncia hidrica, impondo-se um novo desafio para melhoristas e
silvicultores que é a recomendacdo de gendtipos tolerantes a seca. Com isto,
objetivou-se neste trabalho avaliar diferentes formas de imposigdo de deficiéncia
hidrica em eucalipto, proporcionadas pela combinagao de tipos de vasos e regimes
de irrigagdo, buscando-se avangar nos métodos de fenotipagem em estudos de
tolerancia a seca. Para estudar as alteragdes fisioldgicas, bioquimicas e no
crescimento de mudas de clones de Eucalyptus submetidos a diferentes condi¢des
de disponibilidade hidrica, foram conduzidos trés experimentos. No primeiro
experimento em recipientes cilindricos de PVC sob dois regimes de irrigacédo (R1 —
irrigacdo em dias alternados e R2 — irrigagdo suspensa até o aparecimento de
sintomas iniciais de murcha) e trés hibridos de eucalipto (H1 e H2 - hibridos de
Eucalyptus urophylla X E. tereticornis e H3 - hibrido de E. urophylla X E. brassiana)
foram avaliadas as seguintes caracteristicas: a) crescimento: altura, didmetro do
coleto, niumero de folhas, area foliar, matéria seca de folhas, de caule + ramos, de
raizes, da parte aérea e total, relacdo raiz/parte aérea; b) fisioloégicas: taxas de
assimilagao liquida, conduténcia estomatica, transpiragao, potencial hidrico, danos
ao sistema de membranas, conteudo relativo de agua; c) bioquimicas: teores de
agucares redutores e acucares soluveis totais em folhas e raizes. No segundo
experimento acompanhou-se a sobrevivéncia de cinco clones de eucalipto, sendo
quatro clones de hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla (G1, G2, G3 e G5) e
um de E. urophylla (G4), apds a suspensao da irrigacao, em vasos de diferentes
tamanhos (3,6 L, 8 L, 25 L e 100 L). Foram avaliadas as trocas gasosas e
contabilizado o intervalo de tempo para a morte dos clones. No terceiro experimento
foram utilizados vasos de dois tamanhos (8 e 25 L), dois regimes de irrigagao (os
mesmos do experimento 1) e os cinco clones do segundo experimento, sendo
avaliadas as mesmas caracteristicas bioquimicas, de crescimento e fisiolégicas do
experimento 1. Observou-se que a deficiéncia hidrica ocasionou alteracbes em
todas as caracteristicas avaliadas nos gendtipos de eucalipto. Os gendtipos
apresentaram diferengas nas caracteristicas fisiolégicas e de crescimento que
resultaram em maior ou menor grau de tolerancia. A condutancia estomatica,
conteudo relativo de agua, potencial hidrico foliar, danos ao sistema de membranas
e relacao raiz/parte aérea foram eleitas para fenotipagem. Recomenda-se o uso de
vasos de 25 L para estudos de tolerancia a seca em eucalipto, pois proporcionam
melhores resultados quanto a velocidade e severidade da deficiéncia hidrica. Para
utilizacdo de vasos menores volumes deve-se reduzir o tempo de conducgido do
experimento e ciclos de irrigacéo.

Palavras-chave: tamanho de vasos, acucares soluveis totais, agucares redutores,
estresse hidrico.



PHENOTYPING FOR STUDIES OF TOLERANCE TO WATER DEFFICIENCY AT
EUCALYPT

ABSTRACT:- The eucalyptus culture has great importance for the Brazilian
forestry sector, being an excellent timber option for many purposes. Over recent
years, the eucalyptus cultivation has expanded to regions with high levels of water
deficit, imposing a new challenge for breeders and foresters that is recommendation
of drought resistant genotypes. Thus, this work aim to evaluate the imposition of
different ways of water stress on eucalypt, provided by types of pots and irrigation
schemes combination, in order to advance in phenotyping methods in drought
tolerance studies. Therefore, changes in Eucalyptus clones seeding physiological,
biochemical and growth under different water availability conditions were studied.
Three experiments were conducted: the first was conducted in cylindrical recipients
of PVC under two irrigation regimes (R1 — alternate day and R2 - interruption of
watering until visible wilting occurred) and three hybrids (H1 and H2 - Eucalyptus
urophylla x E. tereticornis and H3 - hybrid E. urophylla x E. brassiana). Were
evaluated in this experiment the following aspects: a) growth: height, stem diameter,
number of leaves, leaf area, dry mass of leaves of stem + branches, root, aerial part,
total and root/aerial part ratio; b) physiological: net assimilation rates, stomatal
conductance, transpiration, water potential, membrane system damage, relative
water content; c) biochemical: reducer and total soluble sugars content in leaves and
roots. In the second experiment was monitored the survival of five clones of eucalypt
(four hybrids of Eucalyptus grandis x E. urophylla — C1, C2, C3 and C5) and one
clone of E. urophylla (C4): after watering interruption, in different sizes pots (3,6 L, 8
L, 25 L and 100 L). The gas exchange was evaluated and the hybrids death time
delay counted. The third experiment was performed in two sizes pots (8 and 25 L),
two irrigation schemes (the same as in the first experiment — R1 and R2) and the five
genotypes from the second experiment, evaluating the same biochemical, growth
physiological aspects of first experiment. It was observed that the water stress
caused changes in the evaluated aspects in genotypes Eucalyptus. The genotypes
presented differences in physiological and growth aspects which resulted in greater
or lower degree of tolerance. The stomatal conductance, relative water content, leaf
water potential, damage in the membrane system and root/aerial part ratio were
elected to phenotyping. It is recommended the use pots bigger than 25 L for drought
tolerance studies in Eucalyptus, as they provide better results as the speed and
severity of water stress. For small pots volumes use, it should reduce the conduction
time of the experiment and irrigation cycles.

Keywords: size pots, total soluble sugars, reducing sugars, water stress



1 INTRODUGAO

A cultura do eucalipto € de grande importancia para o setor florestal brasileiro.
Por apresentar crescimento rapido e boa adaptacdo as condigbes edafoclimaticas
brasileiras, o eucalipto torna-se uma excelente op¢gao madeireira para produgao de
celulose e papel, bioenergia, produtos sélidos e para recuperagdo de areas
degradadas. Nos ultimos anos, a expansé&o da cultura tem-se dado em regides com
altos indices de deficiéncia hidrica, o que limita a produtividade, impondo novos
desafios as areas de melhoramento florestal e silvicultura para recomendagcao de
gendtipos com bom desempenho nestas condigdes.

As atuais projegbes das mudangas climaticas preveem que a escassez de
agua e a incidéncia de altas temperaturas irdao aumentar em muitas regides do
globo, ocasionando, também, a expansao de zonas aridas na terra (MISSON et al.,
2010).

Assim, é importante a integragdo de diferentes linhas de pesquisas a fim de
identificar e superar as limitagdes genéticas e agronédmicas das culturas, em relagao
ao crescimento e a produtividade, em ambientes desfavoraveis, particularmente os
sujeitos a seca (CHAVES; DAVIES, 2010). Portanto, a busca por cultivares
tolerantes a seca e o entendimento dos mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e de
crescimento, utilizados pelas plantas para tolerar essa condigdo € uma das grandes
preocupagdes da comunidade cientifica.

As primeiras respostas fisioldgicas das plantas a deficiéncia hidrica € a queda
na condutancia estomatica e na fotossintese, devido ao fechamento dos estébmatos
e, consequentemente, a reducdo na fixacdo de carbono resultando em menor
crescimento. As alteracbes morfologicas estdo entre as principais modificacoes
visiveis das plantas sob deficiéncia hidrica, a exemplo da redugcao da area foliar,
senescéncia e queda de folhas (PAULA; PAULA; MARINO, 2012).

Em situacdes de estresse hidrico, ocorre diminuigao significativa na eficiéncia
da fotossintese e, assim, redu¢ao no fornecimento de agucares soluveis (sacarose,
glicose e frutose) para suprir tecidos. Em condi¢des de privagdo de agucar,

alteragdes fisioldgicas e bioquimicas substanciais ocorrem para sustentar a



respiragdo e outros processos metabolicos (JORNET et al., 1986; YU, 1991). Deste
modo, mudas em fases iniciais de desenvolvimento, sdo mais vulneraveis a
flutuagbes de acgucares soluveis e constituem excelente material para estudo de
diferentes estresses ambientais (ROSA et al., 2009)

De acordo com Paula, Paula e Marino (2012), os programas de melhoramento
florestal conduzidos no Brasil foram direcionados prioritariamente para as
caracteristicas de crescimento e, mais recentemente, para qualidade da madeira.
Assim, apesar dos grandes avangos no melhoramento do eucalipto, ainda € escasso
o conhecimento sobre os mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e de crescimento
associados a tolerancia a seca.

Para o estudo e identificacdo corretos dos mecanismos de tolerancia a seca e
uso destes em programas de melhoramento, o processo de fenotipagem deve ser o
mais criterioso e preciso possivel. Como trabalhar com condi¢cdes controladas em
campo € praticamente impossivel, a maioria dos estudos de tolerancia a seca é
conduzida em condi¢des semicontroladas de casa de vegetagdo, usando-se vasos e
regimes diferenciados de disponibilidade hidrica as plantas. Busca-se, com isto,
garantir o isolamento do efeito que se pretende estudar e relacionar os resultados
obtidos com o que seria encontrado em condi¢cdes de campo.

Isto ndo é uma tarefa facil, de forma que a busca por processos precisos de
fenotipagem ¢, atualmente, uma das grandes preocupagdes dos melhoristas de
plantas, de uma forma geral. Com isto, busca-se a melhor caracterizagdo de
gendtipos quanto ao comportamento sobre deficiéncia hidrica e a elucidagédo dos
mecanismos de tolerancia a seca.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes formas de imposi¢ao
de deficiéncia hidrica em eucalipto, proporcionadas pela combinacao de tipos de
vasos e regimes de irrigagdo, buscando-se avangar nos métodos de fenotipagem em
estudos de tolerancia a seca. Para tanto, foram estudadas as alterages fisioldgicas,
bioquimicas e no crescimento de mudas de clones de Eucalyptus submetidos a

diferentes condigdes de disponibilidade hidrica.



2 REVISAO DE LITERATURA

A area de arvores plantadas no mundo € de 264 milhdes de hectares e
representa 7% de todas as florestas globais e 22% das florestas destinadas a
exploragdo comercial. A maior parte da area de plantios de arvores (61%) localiza-se
na China, india e Estados Unidos. No Brasil, existem 7,6 milhdes de hectares de
arvores plantadas para fins industriais (IBA, 2014).

Para atender a crescente demanda por produtos de base florestal, a area com
florestas plantadas para fins comerciais tem aumentado gradativamente. Em 2013,
dos 7,6 milndes de hectares, 5.473.176 hectares eram de plantios com eucalipto.
Isto representa um aumento de 3,2% (169.012 ha) na area plantada, frente ao
indicador de 2012. Essa area é composta pelos segmentos de celulose e papel
(32%), produtores florestais independentes (26%), siderurgia a carvao vegetal
(15%), painéis de madeira (6%), além das areas de investidores institucionais e
pertencentes a outros segmentos, principalmente ao agronegdcio (IBA, 2014).

Os estados de Minas Gerais, Sao Paulo e Mato Grosso do sul, concentram
aproximadamente 3 milhdes de hectares dos plantios brasileiros, contudo estados
com menos tradicdo na cultura tem sido alvo de investimentos principalmente para
o setor de bioenergia (IBA, 2014).

A expansao das florestas plantadas com o género Eucalyptus no Brasil resulta de
uma série de fatores que favorecem o seu plantio em larga escala, dentre os quais se
destacam o rapido crescimento em ciclo de curta rotacdo, a alta produtividade e a
qualidade da madeira, além de ser um género com muitas espécies e variedades
adaptadas as diversas condi¢gbes de clima e solo. Devido a estas caracteristicas, o
eucalipto consolidou-se no setor florestal e passou a ser considerado uma fonte de
riqueza econdmica e social, gerando empregos diretos e indiretos (SILVA, 2005).

O sucesso obtido com o melhoramento genético do eucalipto no Brasil foi
grande, especialmente associando a selecdo com a propagacado assexuada, que
nao s6 permitiu 0 aumento da produtividade de madeira como também o aumento
da resisténcia a alguns patoégenos e, sobretudo, maior uniformidade dos plantios
comerciais (BISON, 2004).

A cultura do eucalipto no Brasil é altamente produtiva e, sobretudo, baseada

em florestas clonais formadas com materiais de elevada produtividade média, da



ordem de 45 a 60 m® ha™ ano™ (SILVA, 2008). O incremento médio anual estad em
torno de 35 m*ha™ ano™, podendo variar, dependendo da regido, dos tratos culturais
e do material genético entre 30 e 60 m* ha™ ano™ (ALFENAS et al., 2004).

O plantio de florestas clonais apresenta vantagens que devem ser levadas em
consideragao: permite obter maior produgcdo de biomassa por unidade de area
plantada, apresenta também significativas melhorias na qualidade da madeira e a
homogeneizagdo da madeira para fins industriais proporcionando, assim, ganhos
significativos tanto em processos quanto em produtos (ASSIS, 1996).

Nos ultimos anos, a cultura do eucalipto tem-se expandido para regides com
altos indices de deficiéncia hidrica. Por exemplo, novas fronteiras como a regido
nordeste, especialmente estados da Bahia, Piaui e Maranh&o. A agua, contudo, é
um dos principais fatores que controlam a produtividade das plantas e a sua
escassez € um dos mais importantes problemas da agricultura atual (SHAO, 2008;
STAPE et al., 2010; MARTORELL et al., 2014). Dessa forma o grande desafio para
os melhoristas florestais, hoje € a obtencdo de gendtipos tolerantes a situagdes de
alta deficiéncia hidrica.

A agua é a substancia mais importante na superficie da Terra, sendo
responsavel pelos principais processos bioquimicos que ocorrem em plantas
(LARCHER, 2006). Sua estrutura e propriedades influenciam na estrutura das
proteinas, membranas, acidos nucléicos e outros constituintes das células, sendo o
principal constituinte do tecido vegetal, o que representa 50% da massa fresca nas
plantas lenhosas e cerca de 80 a 95% nas plantas herbaceas (KRAMER; BOYER,
1995) Atua como reagente no metabolismo vegetal, transporte e translocacado de
solutos, na turgescéncia celular, na abertura e fechamento dos estdbmatos entre
outros (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Espécies de ciclo longo, como do género Eucalyptus, sdo frequentemente
submetidas a algum estresse ambiental, principalmente a deficiéncia hidrica
(SHULAEV et al., 2008), que pode levar a paralisagcao do crescimento e perdas
consideraveis em produtividade (MARTINS et al., 2010; TATAGIBA, 2006). Essas
condi¢gbes adversas podem ocorrer em diferentes estadios de desenvolvimento das
plantas, em diferentes intensidades e periodos, dias ou meses, com efeitos

completamente diferentes sobre a fisiologia ou adaptagdo. Dessa forma as plantas



podem combinar diferentes estratégias de respostas frente a deficiéncia hidrica,
causando diversas alteracdes (VERSLUES et al., 2006).

Essas alteragbes incluem reducdo do conteudo de agua, diminuicdo do
potencial hidrico, perda do turgor, fechamento de estébmatos, redugcdo da expansao
celular e area foliar e do crescimento das plantas, maior crescimento do sistema
radicular e queda de folhas. Quando severo, o estresse além de resultar em inibicao
da fotossintese e disturbios do metabolismo, de uma forma geral, pode culminar com
a morte da planta (JALEEL et al., 2008; PAULA; PAULA; MARINO, 2012).

Na planta, a 4gua se movimenta basicamente pela diferenga entre o potencial
de vapor d’agua na atmosfera em torno das folhas e o potencial da agua do solo.
Assim, existe na planta um complexo sistema hidraulico, onde todas as partes
funcionais sao interligadas por uma fase liquida, permitindo o movimento da agua
nas folhas, no xilema e nas raizes, sendo esse movimento causado pela reducao do
potencial da agua nas folhas, resultante da transpiragdo (AWARD; CASTRO, 1983).
O balancgo hidrico da planta é controlado pela transpiragao foliar e a absorcao de
agua no solo, que em condigdes adversas como a deficiéncia hidrica diminui o teor
relativo de agua e o turgor foliar. Assim sendo, o conteudo hidrico foliar em
condigbes iguais ou inferiores a 75% diminuem significativamente a atividade
fotossintética (SMIT; SINGELS, 2006).

A determinacao do potencial hidrico foliar € uma importante ferramenta para
se avaliar o seu “status” hidrico das plantas (KRAMER; BOYER, 1995) e pode ser
considerada uma importante caracteristica fenotipica. Para Pereira et al. (2006), o
potencial hidrico reflete as condicbes da dindmica do processo do transporte da
agua no sistema solo-planta-atmosfera, constituindo o principal componente
responsavel pelo fluxo de agua na planta.

O fechamento estomatico limita as trocas gasosas, reduzindo a transpiragéo
e fotossintese (BEDON et al.,, 2011), principalmente por causa de mudangas na
difusdo de CO: da atmosfera para o local de carboxilagdo (FLEXAS et al., 2006;
WARREN et al., 2011). Segundo Kennan et al. (2010), a principal causa de menores
taxas de fotossintese € a menor difusdao de CO2 em situacdo de deficiéncia hidrica.
Hinckley et al. (1991) informam que a inibicdo da fotossintese se da, principalmente,

pela menor taxa de absorgéo de CO2, devido ao fechamento dos estdmatos. Ja em



estresse duradouro, a inibicdo ndo estomatica da fotossintese € muito importante e
pode envolver diminuigdo na atividade de enzimas responsaveis pela carboxilagao.

Ha evidéncias de que sob condigdes de deficiéncia hidrica, ha ocorréncia de
danos ao sistema de membranas, efeitos mediados pela produgao e acumulagao de
espécies reativas de oxigénio, desencadeando processos peroxidativos de lipidios,
com perda de eletrdlitos pela célula e consequente perda de turgescéncia
(QUEIROZ et al., 2002). A ocorréncia da peroxidacéo lipidica em membranas causa
danos na estrutura e funcionamento da mesma, alterando sua fluidez, inativando
receptores e enzimas da membrana (HALLIWELL; CHIRICO, 1993).

Maiores quantidades de espécies reativas de oxigénio promovem o estresse
oxidativo, causando diversas injurias, como desintegracao de clorofila, fragmentacao
do DNA, extravasamento ibnico, modificagdes protéicas e peroxidacdo de lipidios
(MOLLER et al., 2007). A alteracdo nos teores de lipoperdxidos é indicador de
prevaléncia de dano oxidativo nos tecidos (CATANEO et al., 2005), causado por
fatores como o deficiéncia hidrica. Em plantas submetidas a severo estresse hidrico,
Baisak et al. (1994) observaram aumento dos teores de lipoperdxidos. Resultados
semelhantes foram encontrados por Gongalves (2013), em que hibridos de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla sob deficiéncia hidrica, apresentaram
aumento nos teores de lipoperoxidos, provavelmente causando a desestruturagao
dos sistemas de membranas nos tecidos foliares.

Para determinacdo de danos ao sistema de membranas, uma outra
caracteristica fenotipica indicativa de deficiéncia hidrica, pode-se usar o teste de
condutividade elétrica de uma solucdo de embebigcao, que relaciona a quantidade de
substancias liberadas pelo tecido foliar com a integridade do sistema de membranas.
Assim, & comum haver aumento da lixiviagdo de solutos das células com
membranas danificadas, o que leva ao aumento da condutividade elétrica no meio,
sendo a deficiéncia hidrica um dos agentes causadores desse aumento (SISTON,
2013; VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999).

Em caracteristicas de crescimento em estudos de estresse hidrico o estudo de
crescimento de raizes é de grande importancia. A medida em que aumenta a
deficiéncia hidrica, as camadas superiores do solo vdo secando e as raizes se

aprofundam nas camadas mais Umidas, exigindo uma alocacao de biomassa para



suas extremidades (CORREIA; NOGUEIRA, 2004). A razédo entre a biomassa de
raizes e da parte aérea parece ser governada por um balango funcional entre
absor¢cdo de agua pelas raizes e fotossintese pela parte aérea. A parte aérea
continuara crescendo até que a absor¢cao de agua pelas raizes torne-se limitante;
inversamente, as raizes crescerdao até que a demanda por fotossintatos da parte
aérea iguale-se ao suprimento. Este balango funcional € alterado, se o suprimento
hidrico decrescer (TAIZ; ZEIGER 2013; CHAVES et al., 2003; BLUM, 2005).

Em area de plantios de E. urograndis, Figueiredo et al. (2011) encontraram
reducdes significativas em caracteristicas de crescimento como altura, didmetro de
coleto e massa de matéria seca, na fase inicial em area com déficit hidrico evidente.
Tatagiba et al. (2006), trabalhando com deficiéncia hidrica induzida em clones
comerciais de eucalipto em vasos, encontraram redugdes significativas em area
foliar, altura e didmetro do coleto. Otto et al. (2013) detectaram perda fotossintética
importante em regido de deficiéncia hidrica e aumento consideravel de produtividade
em area com bom suprimento hidrico.

Além das caracteristicas de crescimento e trocas gasosas, outras
caracteristicas fenotipicas podem ser empregadas em estudos de deficiéncia
hidrica, a exemplo dos teores de carboidratos.

Os carboidratos sdo os componentes quimicos organicos mais abundantes
nos tecidos vegetais, funcionando como material de reserva energética ou como
material estrutural dos tecidos (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Os principais
carboidratos, ndo estruturais, acumulados em folhas e frutos das plantas sdo o
amido e os acucares soluveis redutores e ndo redutores. Entre os acucares
redutores, os principais sao a glicose e a frutose, enquanto o principal agucar nao
redutor € a sacarose, mobilizada nos processos de transporte na direcédo
fonte/dreno. Os agucares redutores e nao redutores formam os agucares soluveis
totais. O amido, por ser um carboidrato insoluvel, € a reserva mais difundida de
carbono armazenada nas plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os acucares soluveis desempenham um papel central no metabolismo de
plantas como fontes de carbono e de energia nas células e estdo continuamente se
ajustando, como resultado do equilibrio entre sua produgéo e utilizagcdo (CHAVES,

1991). Além disso, a produtividade vegetal é influenciada por caracteristicas



morfoldgicas e fisiologicas dos 6rgdos fotossintetizantes, conhecidos como fonte e
dos o6rgaos consumidores dos fotoassimilados, conhecidos como dreno (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Folhas mais velhas, fotossinteticamente ativas, tém a producao de
carboidratos maior que o0 necessario para suprir o metabolismo e crescimento. O
excedente dessa producao de fotoassimilados €, entdo, exportado para os tecidos
menos ativos (mais jovens, dreno). Durante o crescimento vegetativo, a maioria dos
carboidratos € transportada para as raizes e folhas jovens, enquanto apés o
florescimento, os carboidratos s&o direcionados prioritariamente, para os frutos,
tubérculos e raizes de reserva (ROISTSCH et al., 2003).

Mais de 80% de CO, assimilado durante a fotossintese € canalizado para a
sintese de sacarose (KOCH et al., 2004), a qual ¢é a principal forma de transporte
de carbono organico exportado a partir da fonte fotossintética, e portanto, € um
processo crucial para a sobrevivéncia e produtividade das plantas. Dessa forma,
alteracgdes induzidas por estresses ambientais sdo muito importantes (KOCH et al.,
2004; RIZHSKY et al., 2004).

Segundo Kramer e Boyer (1995), a seca exerce importante influéncia no teor
de carboidratos em diversas espécies. Em virtude do efeito da seca, o amido é
degradado nos tecidos que o acumulam; a redugdo na quantidade de amido € uma
consequéncia da atividade da amilase, sendo acompanhada por um aumento da
quantidade de agucares soluveis redutores. Na maioria das plantas, a sacarose € o
principal acucar exportado dos locais de sintese (folhas) para as regides de
consumo (caule, gemas vegetativas, raizes e o6rgaos reprodutivos) onde sera
utilizada para o crescimento e/ou armazenamento.

Apesar de ser a condig¢ao ideal, é dificil encontrar estudos sobre tolerancia a
seca em eucalipto em condi¢des controladas de campo, de forma que as pesquisas
séo feitas, em sua maioria, de forma indireta ou no estadio de mudas, em vasos, em
condi¢cbes controladas ou semicontroladas. A utilizacdo de vasos € uma opcéao
interessante para isolamento dos fatores em estudos de deficiéncia hidrica.

Por outro lado, os vasos constituem-se em sistemas fechados, limitando o
adequado desenvolvimento do sistema radicular, impedindo a absor¢géo de agua em
camadas mais profundas (PAULA; PAULA; MARINO, 2012).



Muitos experimentos tém sido conduzidos com plantas em vasos pequenos
em casas de vegetacdo ou em salas de crescimento, submetendo-as a secas
drasticas e rapidamente impostas. As respostas assim obtidas guardam pouco
paralelismo com o que se observa no campo e, portanto, os resultados comparativos
auferidos devem ser analisados com reserva.

A limitagdo ao crescimento do sistema radicular imposta pelo cultivo em vasos
altera o seu padrdo de crescimento e de eficiéncia na absor¢cdo de agua. As
espécies arboreas apresentam maior resposta a deficiéncia hidrica quando
cultivadas em vasos comparado ao cultivo no campo. Esse fato provavelmente
ocorre devido a maior capacidade de acesso as reservas de agua no perfil do solo
durante o crescimento no campo, que passa a ser limitada no cultivo em vaso
(SHEM et al., 2009). Dessa forma boa parte das informagdes auferidas por
fisiologistas, voltadas a tolerdncia a seca tem uma utilidade limitada para o
melhorista (CAVATTE et al., 2012)

Trabalhos evidenciam o uso de diferentes vasos de diferentes volumes, mas
trabalhos que comparam volumes de substratos em vasos e diferentes recipientes
em trabalhos de deficiéncia hidrica em eucalipto sdo escassos ou nulos. SILVA,
(2013), testou seca progressiva em eucalipto em vasos de 8 L, a fim de diferenciar
hibridos de E. urograndis. Mendes et al. (2013) avaliaram respostas fisiolégicas em
deficiéncia hidrica, em diferentes ciclos de irrigacdo também utilizando vasos de 8 L.
Butrinowski et al. (2013) avaliaram o desenvolvimento inicial de mudas de
Eucalyptus grandis em vasos de 20 L.

Fernandes, Cairo e Novaes (2014) também trabalharam com respostas
fisiolégicas em hibridos de eucalipto em ambiente de casa de vegetacdo, com
regime de seca progressiva, mas com tamanho de vaso fixo sem comparacao entre
0S Mesmos.

Considerando os poucos estudos comparando esses métodos, o uso de
recipientes com maior relagao altura/diametro, ou altura/largura, que possibilitem a
exploracédo do solo em maior profundidade pode ser uma alternativa para simular de
forma mais precisa as condicbes que uma muda encontraria no campo, nos
primeiros momentos apods o plantio. Também, o uso de vasos com maior capacidade

volumétrica, em detrimento de vasos pequenos (menores que 5 L de substrato)
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podem possibilitar informacdes mais consistentes das alteracbes nas plantas sob

seca induzida.
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3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa constou de trés experimentos, envolvendo diferentes gendtipos de
eucalipto submetidos a diferentes formas de imposicdo da deficiéncia hidrica (seca
progressiva e ciclos de aplicagdo da deficiéncia hidrica) e, ou diferentes tipos e
tamanhos de vasos. Os experimentos foram conduzidos na Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Campus de Jaboticabal (FCAV/UNESP). O municipio de Jaboticabal esta situado a
21°16" de latitude sul, 48°19" de longitude oeste e 575 m de altitude. Segundo a
classificagcdo climatica de Kdeppen o clima é de transicdo entre os tipos CWA
(quente e inverno seco) e AW (tropical de inverno seco), de acordo com VENTURA
et al. (1965/66).

3.1 Experimento 1: Comportamento de hibridos de eucalipto sob duas

condicoes de disponibilidade hidrica em cilindros de PVC

O experimento foi estabelecido no delineamento inteiramente ao acaso em
esquema fatorial 3 x 2 (3 gendtipos e 2 regimes de irrigagdo), com quatro repeticoes
por tratamento, totalizando 24 recipientes.

O periodo de conducdo do experimento foi de 90 dias, entre junho a
setembro de 2012, e as mudas dos trés hibridos de eucalipto, produzidas por
miniestaquia em tubetes de 55 cm®, com idade de aproximadamente 80 dias, foram
plantadas em cilindros de PVC de 80 cm de altura por 20 cm de didmetro (Figura 1),
preenchidos com 25 dm® de um Latossolo Vermelho eutroférrico tipico, textura
argilosa, A moderado, caulinitico-oxidico (LVef) (Andrioli e Centurion, 1999),
proveniente de areas da FCAV/UNESP Ao solo, seco a sombra e peneirado,
incorporou-se 157 mg.dm™ de carbonato de calcio, 92 mg.dm™ de carbonato de
magnésio e 500 mg.dm'3 de superfosfato simples, 10 dias antes do plantio das
mudas. Sete dias apds o plantio foi feita a aplicagdo de 30 mg dm™de N, via sulfato
de aménio, e 200 mg.dm™ de K0, via cloreto de potassio, em solugao.
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Figura 1. Aspecto da montagem do Experimento 1 em recipientes de PVC.

3.1.1 Tratamentos

Os tratamentos foram resultantes da combinacao de trés hibridos de eucalipto
(H1 e H2 - hibridos de Eucaluptus urophylla X E. tereticornis e H3 - hibrido de E.
urophylla X E. brassiana) submetidas a dois regimes de irrigacdo (R1 — irrigacédo em
dias alternados, ou seja, plantas sem restricdo hidrica e R2 - plantas irrigadas, com
posterior suspensdo da irrigacédo até o aparecimento de sintomas iniciais de
deficiéncia hidrica: desidratagdo/murcha; curvatura da gema terminal). Final do ciclo
de suspensao de irrigagao.

Antes do plantio, a umidade do solo de todos os recipientes foi ajustada para
60% da capacidade maxima de retencéo de agua (CMRA).

Apo6s o plantio, as mudas dos trés hibridos passaram por um periodo de
aclimatacéo de 10 dias, sendo entdo estabelecidos os dois regimes de irrigagao. As
plantas do regime de irrigagdo R2, ao final do ciclo de suspensao da irrigacéo, eram
irrigadas até o solo atingir 60% da CMRA, suspendendo-se novamente a irrigagao,
repetindo-se o ciclo. A quantidade de agua reposta nos recipientes foi determinada a
partir de um aparelho TDR (Campbell Scentific Ltd.), com determinagdo da umidade
do solo (v/v) a 20, 40 e 60 cm da altura do recipiente, através de perfuragdes prévias
na estrutura de PVC. No decorrer do experimento, foram conduzidos 9 ciclos de

suspensao de irrigacao.
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3.1.2 Avaliagdes de crescimento

No inicio e ao final do experimento foram determinados o didmetro do coleto
(mm), a altura (cm), o numero de folhas, a area foliar (cm?), através de um aparelho
medidor de area foliar (Li-Cor 3100), a massa de matéria seca de folhas, de caule,
de raizes, da parte aérea e total (g) e a relagdo massa de matéria seca de raizes e
massa de matéria seca da parte aérea. A altura foi determinada com régua
graduada (0,1 cm), o didmetro do coleto com paquimetro digital (0,01 mm), a area
foliar com um medidor de area foliar (Li-Cor 3100), as raizes foram peneiradas e
lavadas e a massa de matéria seca dos componentes das plantas, foi determinada
em balanga de preciséo (0,0001 g) apds submeter o material vegetal a secagem, em

estufa de circulagao de ar, a 65 °C por 96 h.

3.1.3 Avaliagoes fisiologicas

Ao final de cada ciclo de suspensao de irrigacdo, ou seja, quando as plantas
manifestavam os sintomas de deficiéncia hidrica (murcha e curvatura da gema
terminal) e antes da irrigacdo das mesmas, foram avaliados os seguintes
caracteristicas em todas as plantas do experimento: taxas de assimilagcédo liquida
(A), condutancia estomatica (gs) e transpiragdo (E), usando-se um analisador de
gases a infravermelho, portatil (LCPro® SYSTEM, ADC) sob concentragdo de CO;
ambiente (390 + 10 pmol.m?s™), FFFA (fluxo de fétons fotossinteticamente ativo) de
1000 pmol.m™?.s™ e temperatura da folha mantida a 26 °C. Essas avaliacdes foram
realizadas nos periodos compreendidos entre 8 h e 10 h 30 min, em folhas
totalmente expandidas, no terco médio das plantas. Ao todo foram realizados onze
avaliagbes de trocas gasosas, sendo duas antes da imposicao dos regimes de
irrigacao e nove ciclos de avaliagbes apds a aplicacdo dos tratamentos hidricos. As
duas primeiras avaliacdes serviram para caracterizacao das plantas.

Determinou-se o conteudo relativo de agua (CRA), conforme método de

Catsky (1974), em seis ciclos de suspensao da irrigagao, e o potencial hidrico foliar
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(Wwr) ao final experimento, por meio de uma bomba de pressao (SCHOLANDER et
al., 1965).

Também ao fim do experimento foram avaliados os danos ao sistema de
membranas (Danos, %), ou perda da integridade do sistema de membranas, por
meio da quantificagdo da condutividade elétrica da solu¢do de embebigcédo de discos
foliares. Foram retirados quatro discos foliares de 1 cm de diametro, por repeticao,
os quais foram lavados superficialmente para eliminar possiveis impurezas e,
posteriormente, colocados em 75 mL de agua deionizada a 25 °C por 24 h, para
determinacdo da condutividade elétrica (CE-24h) da solugédo. Posteriormente, a
solugdo contendo os discos foliares foi fervida a 100 °C, esfriada e avaliada a
condutividade elétrica total da solugdo (CE-Total). O nivel de danos ao sistema de
membranas foi determinado pela relagdo entre os valores de CE-24h/CE-Total,
expressa em porcentagem. Esse teste foi adaptado, com base no teste da
integridade do sistema de membranas para determinacdo do vigor de sementes
(VIEIRA; KRZYZANOWSKI,1999).

3.1.4 Analises bioquimicas

Foram determinados os teores de agucares redutores pelo método de
Somogy-Nelson (1944-45), por espectrofotometria a 620 nm, utilizando-se uma
curva padrdo construida a partir de uma solugdo de glicose (100 pug.mL") com
intervalo de 0,1 a 1,0 mL.

Ainda, determinou-se o teor de agucares soluveis totais pelo método da
Antrona (TREVELYAN; HARRISON, 1952), por espectrofotometria a 630 nm,

utilizando uma curva padrao de glicose (100 pg.mL™"), com intervalo 0,1 a 1,0 mL.
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3.1.5 Analise dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p < 0,05). Nos
casos de interagdo significativa (p < 0,05) entre os fatores estudados (hibridos x
regimes de irrigagdo) procedeu-se ao desdobramento da mesma. As médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,05). Os dados fisiolégicos
foram avaliados a partir das médias dos ciclos de suspensao da irrigagao estudados.
As analises estatisticas foram realizadas usando-se o programa SISVAR
(FERREIRA, 2011).

Adicionalmente, elaborou-se graficos de variagbes percentuais nas
caracteristicas, por hibridos ou na média dos trés hibridos, no regime de irrigagcéao 2

em relacéo ao regime 1. A variagao (%) foi calculada com o uso da seguinte férmula:

Xi_RI2

Variacao(%) = (1 — AL

) * 100, em que Xi_R2 e Xi_R1, é o valor da caracteristica i

no regime de irrigacado 2 e no regime de irrigagao 1, respectivamente. Desta forma,
valores positivos indicam redugao na caracteristica e valores negativos, acréscimos

na mesma sob restricao hidrica.

3.2 Experimento 2: Comportamento fisiolégico de clones de eucalipto sob

deficiéncia hidrica progressiva em vasos de diferentes tamanhos

O experimento foi instalado no delineamento de blocos casualizados, em
esquema fatorial 5 x 4 (5 clones de eucalipto e 4 tamanhos de recipientes), com 20
repeticdes, totalizando 400 vasos (parcelas) e teve duragao de 135 dias de junho a
outubro de 2013.

3.2.1 Tratamentos
Os tratamentos foram resultantes da combinacdo de cinco clones de

eucalipto, sendo quatro clones de hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla (C1,

C2, C3 e C5) e um de E. urophylla (C4), plantados em vasos preenchidos com
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diferentes volumes de solo: 3,6 L, 80 L, 25 L e 100 L (Figura 2). O substrato
utilizado foi areia lavada de fundo de rio com sistema de fertiirigagdo no periodo de
aclimatacao, conforme procedimentos descritos por Barreto et al. (2007), exceto no
que se refere a aplicagado de B, que constou da adicdo de 0,5 mg.L'1 B, via acido
borico.

Apo6s o plantio, foi utilizada cobertura morta sobre o substrato e durante 15
dias todas as mudas foram irrigadas de forma a garantir a sua sobrevivéncia.
Passado esse periodo de aclimatagdo, os recipientes foram umedecidos até a
completa saturagdo, suspendendo-se a irrigagdo e monitorando a sobrevivéncia e
parametros fisiologicos das plantas até a morte das mesmas. O experimento foi
conduzido entre 06 de junho e 22 de outubro de 2013, inicialmente em ambiente
aberto, porém devido a boa sobrevivéncia das plantas estabelecidas nos vasos de
maior tamanho (25 e 100 L), estas foram transferidos para uma casa de vegetagao,
dada a maior possibilidade de ocorréncia de chuvas a partir do més de setembro na

regiao (Tabela 1).

Figura 2. Aspecto do Experimento 2, em diferentes tamanhos de vasos,.
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Tabela 1. Dados meteorologicos dos meses de junho a outubro de 2013 no municipio de Jaboticabal

(SP).
Més Tmax Tmin Tmed UR Precipitacao ND Insolacdo
(°C) (°C) (°C) % mm (h)

Junho 27,2 15,4 20,1 79,3 31,4 6,0 193,3
Julho 26,3 12,4 18,2 72,5 33,0 2,0 240,1
Agosto 29,0 12,3 19,8 57,0 0,0 0,0 273,8
Setembro 30,3 15,9 22,3 59,5 66,5 6,0 229,7
Outubro 30,2 17,4 23,0 65,6 90,8 8,0 229,4

Tmax: temperatura maxima (°C); Tmin: temperatura minima (°C); Tmed: temperatura média (°C); UR:

umidade relativa (%); ND: ndmero de dias com chuva. Fonte: Estacdo agroclimatolégica — FCAV-

UNESP.

3.2.2 Avaliagoes fisiolégicas

Da suspensao da irrigacdo até a morte das plantas, foram realizadas

avaliagdes periddicas de taxas de assimilagéo liquida (A), condutancia estomatica

(gs) e transpiracéo (E), em cinco plantas de cada tratamento. Essas avaliagdes

foram realizadas conforme procedimentos descritos no item 3.1.3.

3.2.3 Analise dos dados

Os dados de trocas gasosas (taxas de assimilagao liquida - A, condutancia

estomatica — gs e transpiracdo - E), apdés a suspensdo da irrigacdo foram

apresentados em graficos (média + erro padrao da média), para cada avaliagao ao

longo do periodo experimental, até a morte das plantas.

A partir do monitoramento da sobrevivéncia, calculou-se o numero de dias

(média * erro padrdo da média) de sobrevivéncia. A sobreposicdo da média * erro

padrdao da média, entre dois tratamentos, foi interpretada como igualdades entre

esses tratamentos.
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3.3 Experimento 3: Comportamento de clones de eucalipto sob dois regimes

hidricos em dois tamanhos de vasos

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados em
esquema fatorial 5 x 2 x 2 (5 clones de eucalipto, 2 tamanhos de recipientes e 2
regimes de irrigagcdo), com seis repetigdes, totalizando 120 vasos (parcelas), entre
os meses de novembro de 2013 e janeiro de 2014, com uma duragao de 90 dias.

O solo, seco a sombra e peneirado, foi adubado utilizando 200 mg dm? de
carbonato de calcio, 50 mg.dm™ de carbonato de magnésio e 1000 mg dm™ de
superfosfato simples, aplicados em uma unica vez, e incorporados ao solo com uso
de uma betoneira. Sete dias apds o plantio foi feita aplicagdo de 30 mg dm™>de N e
200 mg.dm™ de K,O. Apds 45 dias do experimento foi realizada adubacdo de

cobertura com 40 mg dm™de N, na forma de sulfato de aménio.

3.3.1Tratamentos

Os tratamentos foram resultantes da combinacido dos mesmos cinco clones
de eucalipto, quatro clones de hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla e um de
E. urophylla, usados no experimento 2 (item 3.2.1) em combinagdo com dois
tamanhos de vasos (8 e 25 L), escolhidos com base nos resultados do experimento
2, e dois regimes de irrigacdo (R1 — irrigacao em dias alternados, ou seja, plantas
sem restricdo hidrica e R2 - plantas irrigadas, com posterior suspensao da irrigagao
até o aparecimento de sintomas iniciais de deficiéncia hidrica: desidratacdo/murcha;
curvatura da gema terminal), conforme descrito para o experimento 1 (item 3.1.1).
Os vasos foram preenchidos com um Latossolo Vermelho eutroférrico tipico, textura
argilosa, A moderado, caulinitico-oxidico (LVef) (Andrioli e Centurion, 1999),
proveniente de areas da FCAV/UNESP.
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3.3.2 Avaliagoes

Foram avaliadas caracteristicas de crescimento como didmetro do coleto
(mm), a altura (cm), o numero de folhas, a area foliar (cm?), a massa de matéria
seca de folhas, de caule, de raizes, da parte aérea e total (g) e relagdo massa de
matéria seca de raizes e massa de matéria seca da parte aérea, conforme descrito
no item 3.1.2.

Avaliagbes fisiolégicas de taxas de assimilagdo liquida (A), condutancia
estomatica (gs) e transpiracéo (E), danos ao sistema de membranas (Danos %) e
potencial hidrico foliar (WYw), foram realizadas conforme procedimentos descritos no
item 3.1.3.

Analises bioquimicas dos teores de agucares redutores e agucares soluveis
totais em raizes folhas foram feitas, conforme apresentado no item 3.1.4.

Uma visdo do experimento, na fase final de avaliagdo € apresentada na

Figura 3.

3.3 Analise dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p < 0,05),
com desdobramentos das interagdes significativas (p < 0,05).

As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (a = 0,05).
Os dados fisiolégicos foram avaliados a partir das médias dos ciclos de suspensao
da irrigacdo. As anadlises estatisticas foram realizadas usando-se o programa
SISVAR (FERREIRA, 2011).

Adicionalmente elaborou-se graficos de variagbes percentuais nas
caracteristicas, por clones ou na média dos cinco clones, no regime de irrigacao 2
em relagédo ao regime 1, ou no vaso de 8 L em relagao a de 25 L, conforme descrito
no item 3.1.5.
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Figura 3. Aspecto do experimento 3, em vasos de 8 L, na fase final de avaliagdo. A esquerda,
regime de irrigagdo sem limitagdo hidrica (R1), a direita regime de irrigagao ao final do

periodo de suspensao da irrigagédo (R2), indicando o momento da avaliagao fisiologica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados e discutidos separadamente por

experimento.

4.1 Experimento 1: Comportamento de hibridos de eucalipto sob duas

condicoes de disponibilidade hidrica em cilindros de PVC

A interagdo hibridos x regimes de irrigagdo foi significativa para taxa de
assimilagao liquida (A), condutancia estomatica (gs), altura (Alt), massa de matéria
seca de folhas (MSF), de raizes (MSR) e da parte aérea (MSPA) e para a relagao
massa de matéria seca de raizes/massa de matéria seca da parte aérea (RPA),
Tabelas 2 e 3.

As variagbes nos valores de taxa de assimilagdo liquida (fotossintese),
condutancia estomatica e transpiragcdo nos trés hibridos e nos dois regimes de
irrigacédo ao longo do experimento encontram-se na (Figura 4). Nas duas primeiras
avaliagdes, os regimes de irrigacdo ainda ndo haviam sido aplicados e, as variagdes
em fotossintese, condutancia estomatica e transpiragao foram semelhantes entre os
genotipos. Na terceira avaliagao, ou seja, apos a aplicagao dos regimes de irrigagao,
os valores dessas caracteristicas sob suspenséo da irrigagado foram sensivelmente
reduzidos, principalmente para condutancia estomatica e para os hibridos 1 e 2.
Sem limitagdo hidrica (R1), o hibrido 1 apresentou menores valores de trocas
gasosas, mas sob suspensao da irrigacado (R2) diferencas entre os hibridos foram
observadas até a quinta avaliacéo (terceiro ciclo de estresse), em que o hibrido 3
supera os hibridos 1 e 2. Com o desenvolvimento das plantas, notadamente a partir
do quarto ciclo de suspensao de irrigacdo (sexta avaliagdo), as diferengas entre os
hibridos foram reduzidas, especificamente sob suspensao de irrigagdo, o que pode

ser atribuido a maior demanda hidrica dada a maior area transpiracional.
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Tabela 2. Resumo da analise de variancia para taxa de assimilagao liquida (A - ymol CO,.m’ 2.3'1),
condutancia estomatica (gs — mol HZO.m'z.s'1), transpiracdo (E — mmol HZO.m'2.s'1),
potencial hidrico foliar (Ws - MPa), conteudo relativo de agua nas folhas (CRA - %); danos ao
sistema de membranas (Danos - %); teor (mg.g'1) de agucares redutores nas folhas (ARF) e
nas raizes (ARR) e teor (mg.g'1) de agucares soluveis totais nas folhas (ASTF) e nas raizes
(ASTR), em plantas de trés hibridos de eucalipto submetidas a dois regimes de irrigagao (R)
em casa de vegetagéo.

Fontes de
Variagao A Os E Ww; CRA Danos ARF ARR ASTF ASTR
RI 520,1**  220,5** 692,5* 567,2* 124.7** 21,9~ 1,2® 136" 20,5 21"
Hibridos (H) 20,4* 16,7** 14,2** 0,1™ 2,2"™ 0,2"™ 1,2™ 1,6™ 2,1™ 2,2"
RI*H 3,7* 4.4* 2,2" 0,3™ 0,7 0,1™ 2,1™ 0,5"™ 0,8™ 0,4™
CV% 9,03 18,91 7,31 7,19 1,87 6,23 14,48 9,95 6,45 12,03
Média 12,73 0,346 34 -2,36 84,12 0,353 6,09 2,89 93,3 39,5
Regimes de irrigagao Médias
R1 18,08 0,545 474a -0,90a 9128a 0311b 565 331a 823b 36,8
R2 7,38 0,148 2,06b -3,83b 76,97b 0,396 a 6,54 247b 1043a 42,2
Hibridos Médias
H1 10,618 0,242 3,02B -2,40 83,71 0,346 5,49 3,17 91,3 45,0
H2 13,953 0,369 3,54 A -2,31 85,92 0,359 6,85 2,66 100,1 34,7
H3 13,627 0,427  3,64A -2,35 82,75 0,356 594 2,83 88,6 38,7

Rl — regimes de irrigacdo (R1 — irrigagdo em dias alternados; R2 — irrigagdo suspensa até o
aparecimento de sintomas iniciais de murcha, seguida de nova irrigacdo). ** - valor significativo
(p<0,01) pelo teste F; * valor significativo (p<0,05) pelo teste F; "- valor n&o significativo (p>0,05) pelo
teste F. Médias seguidas por uma mesma letra, minuscula para regimes de irrigacdo e maiuscula
para hibridos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

O estresse hidrico afeta a fotossintese, tanto pelo fechamento dos estématos,
limitando a troca gasosa, como pelo comprometimento metabdlico (FLEXAS et al.,
2002). Segundo Warren et al. (2011), a diminuicdo da concentragdo de CO, da
atmosfera para o sitio de carboxilagdo € geralmente considerada a principal causa

da diminuigao da fotossintese nestas situagoes.
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Tabela 3. Resumo da analise de variancia para altura (Alt - cm); didmetro do coleto (DC — mm);
numero de folhas (NF - v/x); area foliar (AF - cmz); comprimento de raizes (CRaiz - cm);
massa de matéria seca (g.planta'1) de folhas (MSF), de raizes (MSR), de caule (MSC), da
parte aérea (MSPA = MSF+MSC) e total (MST = MSPA+MSR) e relagdo massa de
matéria seca de raizes/massa de matéria seca da parte aérea (RPA) em plantas de trés
hibridos de eucalipto submetidas a dois regimes de irrigagao (RI) em casa de vegetagao.

Fontes de Valores de “F’/Caracteristicas

Variagao Alt DC NF AF CRaiz MSF MSR MSC MSPA MST RPA
RI 200,3* 6152 2291** 16545 0,05" 1204,6* 2874 3551* 11836 10124* 20,5
Hibrido 80,0  7,6* 9,9** 15,9** 4,58* 7,5 32,8 7,1** 1,3 84 9,2
RI*H 10,9  34"™ 11™ 11™ 0,06™ 3,8 19,17 33™ 40 36™ 5,9%
CV(%) 5,18 3,94 5,90 6,65 6,23 7,54 11,47 11,42 7,16 7,24 14,82
Média 69,8 6,49 82 1768,3  100,9 17,800 11,893 8,684 26,485 38,379 0,486
Regimes de irrigacédo Médias

R1 80,2 779a 99a  27449a 1012 27,308 16,613 12499a 39,807 56420a 0,419
R2 59,3 519b  64b  791,6b 1007 8293 7,173 4,871b 13,164 20,336b 0,552
Hibridos Médias

H1 57,2 6,44AB 88A  19466A 1064A 18372 14,867 7,778B 26,150 40,170 A 0,569
H2 70,9 626B 77B  17408B 97,5B 18,721 11,411 8639AB 27,359 38770AB 0,474
H3 80,6 676A 81B  1617,4B 999AB 16,309 9402 9,637 A 25946  35348B 0,415

Rl — regimes de irrigacdo (R1 — irrigagdo em dias alternados; R2 — irrigagdo suspensa até o
aparecimento de sintomas iniciais de murcha, seguida de nova irrigagédo). ** - valor significativo
(p<0,01) pelo teste F; * valor significativo (p<0,05) pelo teste F; "™- valor nao significativo (p>0,05)
pelo teste F. Médias seguidas por uma mesma letra, minuscula para regimes de irrigagéo e maiuscula
para hibridos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

A restricdo hidrica promoveu maior redugdo na condutancia estomatica do
que na fotossintese, com variacbes entre os hibridos (Figura 4a). Sob boa
disponibilidade hidrica, o hibrido 1 apresentou menores valores nas duas
caracteristicas; sob irrigacdo suspensa, o hibrido 2 apresentou maior taxa de
fotossintese que o hibrido 1, porém sem diferengcas entre os hibridos para

condutancia estomatica (Tabela 4).
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Figura 4. Monitoramento das trocas gasosas (taxa de assimilagéo liquida (a e b) — A: ymol CO,.m™2s
'), condutancia estomatica (c e d) (gs: mol H,O.m™.s") e transpiracdo (e e f) (E: mmol
HQO.m'z.s'1) em plantas de trés hibridos de eucalipto (H1, H2 e H3) submetidas a dois
regimes de irrigacdo (R1 — irrigacdo em dias alternados; R2 — irrigacdo suspensa até o
aparecimento de sintomas iniciais de murcha, seguida de nova irrigagéo).

Assim, a condutancia estomatica pode ser considerada a caracteristica
fisioloégica chave, para predizer o uso da agua e fotossintese liquida (KATUL, 2000;
MCFARLANE; WHITE; ADAMS 2004), podendo ser usada como indicadora do grau
de estresse hidrico (FLEXAS; MEDRANO, 2002). Além disso, a condutancia
estomatica pode ser uma ferramenta utii no melhoramento genético para maior

produtividade em ambientes propensos a seca, por fornecer uma ligacdo crucial

entre a perda de agua pela transpiracdo e ganho de carbono (e, portanto, do
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crescimento) e entre a economia de agua pelo fechamento dos estbmatos e maior

estresse por calor (PITA et al., 2005).
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Figura 5. Variagbes (%) em taxa de assimilagéo liquida (A), condutancia estomética (gs), altura (Alt),
massa de matéria seca de folhas (MSF), de raizes (MSR) e da parte aérea (MSPA) e
relacdo massa de matéria seca de raizes/massa de matéria seca da parte aérea (RPA) em
cada hibrido (a) e em transpiracédo (E), potencial hidrico foliar (), contetudo relativo de
agua (CRA), danos ao sistema de membranas (Danos), teores de agucares redutores nas
raizes (ARR) e de agucares soluveis totais nas folhas (ASTF), didmetro do coleto (DC),
numero de folhas (NF), area foliar (AF) e massa de matéria seca de caule (MSC) e total
(MST) na média dos trés hibridos (b) cultivados sob restricdo hidrica em relacdo ao
suprimento adequado de agua. Valores positivos indicam redugdo e negativos indicam
aumento na caracteristica sob restricdo hidrica.
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Tabela 4. Desdobramento da interagao hibridos x regimes de irrigagdo para taxa de assimilagéo
liquida (A - ymol CO,.m?s™), condutancia estomatica (gs - mol H,0.m?s™), altura de
plantas (Alt - cm), massa de matéria seca (g.planta'1) de folhas (MSF), de raizes (MSR) e
da parte aérea (MSPA) e relagdo massa de matéria seca de raizes/massa de matéria seca
da parte aérea (RPA) em plantas de trés hibridos de eucalipto submetidas a dois regimes
de irrigacao (RI) em casa de vegetagao.

Hibridos A Os Alt RPA
R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2

H1 152Ab 6,0Bb 0,386 Ab 0,099Ba 63,5Ac 52,1Bc 0,574 Aa 0,564 Aa
H2 19,2Aa 8,7Ba 0,588 Aa 0,152ba 82,9Ab 59,0Bb 0,376 Bb 0,573 Aa
H3 19,8 Aa 75Bab 0,663Aa 0,193ba 942Aa 66,9 Ba 0,309Bb 0,521 Aa

. MSF MSR MSPA
Hibridos
R1 R2 R1 R2 R1 R2
HA1 27,366 Aab 9,377 Ba 21,811 Aa 7,923 Ba 38,224 Ab 14,076 Ba
H2 29,294 Aa 8,147 Ba 15,867 Ab 6,954 Ba 42,106 Aa 12,614 Ba
H3 25,263 Ab 7,354 Ba 12,161 Ac 6,643 Ba 39,091 Aab 12,801 Ba

Rl — regimes de irrigacdo (R1 — irrigagdo em dias alternados; R2 — irrigagdo suspensa até o
aparecimento de sintomas iniciais de murcha, seguida de nova irrigagcao). Médias seguidas por uma
mesma letra, mailscula para regimes de irrigacdo e minusculas para hibridos, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).

A limitagdo hidrica imposta aos trés hibridos promoveu menor turgor das
plantas, dado pelos menores valores de conteudo relativo de agua (CRA), de
potencial hidrico foliar e de maiores niveis de danos ao sistema de membranas
(Danos).

Reducbes expressivas no CRA de seis espécies de eucalipto sob quatro
diferentes regimes de irrigagdo, foram também observadas por Merchant et al.
(2007), o que acarretou o fechamento parcial dos estdmatos, provocando quedas na
fotossintese e transpiragcao, concordando com os resultados aqui obtidos.

A agua é a forga motriz para a organizacao de fosfolipidios e, em parte, para
a conformacédo de muitas proteinas nas membranas bioldgicas. Por isso, se ocorre
deficiéncia de agua a organizagao celular é prejudicada porque as membranas
sofrem mudancgas estruturais e as proteinas desnaturam (HOEKSTRA et al., 2001).
Consequentemente, € comum haver aumento da lixiviagcdo de solutos das células
com membranas danificadas, o que leva ao aumento da condutividade elétrica.

Assim, o aumento de 27% (Tabela 2; Figura 5b) nos danos ao sistema de

membranas celulares constatado nas plantas sob deficiéncia hidrica, revela um
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sistema de membranas mais desestruturado, com perda da permeabilidade seletiva
de solutos, liberando maior quantidade de lixiviados na solugdo de embebicdo dos
discos foliares e indica que a restricao hidrica imposta, mesmo nao sendo severa,
causou deterioragcdo dessas membranas.

A menor disponibilidade hidrica as plantas também resultou em menor
crescimento e acumulo de matéria seca (Tabelas 2, 3 e 4; Figuras 4 e 5),
independentemente do hibrido. Dentre as caracteristicas de crescimento e acumulo
de massa seca, a massa seca de folhas foi a mais sensivel a restricdo hidrica,
seguida pela massa seca da parte aérea e de raizes; por outro lado, a altura
mostrou-se menos sensivel a limitacdo hidrica mas com grande variagdo entre os
hibridos (Tabelas 3 e 4; Figura 5).

Menor acumulo de matéria seca em plantas sob restrigdo hidrica €
amplamente relatado na literatura, conforme observado por Merchant et al. (2007)
em seis espécies de Eucalyptus. Para esses autores isso fortalece a hipotese de
que em Eucalyptus é comum o ajuste da area transpiracional de acordo com a
disponibilidade hidrica.

Cavatte et al. (2012) descrevem o paradoxo existente entre os mecanismos
que evitam a perda excessiva de agua e o acumulo de biomassa vegetal. A area
foliar e a condutancia estomatica sdo os principais fatores que determinam as taxas
transpiratérias, e a diminuicdo nessas caracteristicas reduzem o potencial hidrico
foliar (Tabela 4, Figura 5b). No entanto, esses fatores sdo também determinantes da
quantidade de carbono acumulado pelas plantas, uma vez que uma area foliar
reduzida pode diminuir a interceptacdo de radiacdo luminosa, contribuindo para a
reducao da taxa fotossintética levando ao menor influxo de CO, para o interior dos
cloroplastos. Dessa forma, o comportamento dos trés hibridos foi prejudicado com a
deficiéncia hidrica, mas, de acordo com Szota et al. (2011), essas alteragdes podem
indicar uma resposta favoravel das plantas ao agente estressante, aumentando a
capacidade de sobrevivéncia das plantas.

O hibrido 1 nao alterou o padrao de alocacdo de biomassa entre a parte
aérea e o sistema radicular nos dois regimes de irrigacdo (Tabela 4). Porém os
hibridos 2 e 3, apresentaram maior relagdo massa de matéria seca de raizes/massa

de matéria seca da parte aérea (RPA) no regime de irrigagdo 2 (Figura 5a). Isto
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ocorreu apenas em termos proporcionais, uma vez que sob limitagcdo hidrica o
acumulo de massa de matéria seca foi menor, independentemente do componente
da planta.

Para Chaves et al. (2003), mesmo uma deficiéncia hidrica moderada é capaz
de promover um ajuste coordenado de adaptagdes fisioldégicas, morfologicas e
anatdmicas, direcionando a particado de fotoassimilados e o crescimento de raizes
para a busca de recursos. Costa e Silva et al. (2004) verificaram em Eucalyptus
globulus, cultivados em vasos, que o clone tolerante apresentou maior investimento
no desenvolvimento das raizes em condi¢cbes adequadas de disponibilidade hidrica
e manteve o crescimento do sistema radicular por um periodo maior que o clone
sensivel em condi¢cdes de deficiéncia hidrica, otimizando a relagao entre a area de
transpiracdo e de absorgao, explicando sua maior resisténcia a seca. A arquitetura
radicular e sua capacidade de exploracao das camadas mais profundas e umidas do
solo, juntamente com maior razdo entre a raiz e parte aérea, sdo caracteristicas
importantes de escape a deficiéncia hidrica (MAGALHAES-FILHO et al., 2008).

Assim, o hibrido 1 além de manter equilibrio de acumulo de massa de matéria
seca entre sistema radicular e parte aérea nos dois regimes de irrigacdo, também
apresentou maior comprimento do sistema radicular, por exemplo,
comparativamente ao hibrido 2, podendo, a partir dessas caracteristicas ser
considerado mais tolerantes a deficiéncia hidrica.

Na auséncia de interacao significativa entre hibridos x regimes de irrigacao,
observou-se efeito isolado de hibridos apenas sobre o comprimento de raizes
(CRaiz), em que o hibrido 1 superou o hibrido 2 (Tabela 3); efeito isolado do regime
de irrigagcdo ocorreu sobre o potencial hidrico foliar, conteudo relativo de agua,
porcentagem de danos ao sistema de membranas (Danos), teores de acgucares
redutores nas raizes (ARR) e de agucares totais nas folhas (ASTF). Destas
caracteristicas, ASTF e Danos aumentaram sob restricdo hidrica. Efeito simultaneo
dos regimes de irrigagao e de hibridos ocorreu para diametro do coleto, numero de
folhas, area foliar, transpiragao, massa de matéria seca de caule e total (Tabelas 2 e
3, Figura 5b); sendo que todas essas caracteristicas foram prejudicadas pela
restricdo hidrica, ndo havendo, porém, um padrdo de comportamento bem definido

entre os hibridos.
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O hibrido 1 apresentou menor transpiragao, talvez como forma compensatéria
do maior numero de folhas e area foliar; o hibrido 2 apresentou comportamento
intermediario para massa de matéria seca de caule e total e o hibrido 3 se destacou
em diametro do coleto, massa de matéria seca de caule e transpiragao. Nao houve
diferengas nos teores de agucares redutores nas folhas (ARF) e de agucares totais
nas raizes (ASTR) entre os hibridos nem entre os regimes de irrigagdo (Tabelas 2 e
3).

De acordo com Vandoorne et al. (2012), a inibicdo do crescimento associada
a manutengao da atividade fotossintética leva ao acumulo de agucares soluveis nas
células em condicao de déficit hidrico e este agucar acumulado pode desempenhar
fungdes importantes como sinalizador, protetor de moléculas ou participar de ajuste
osmotico. Mitchell et al. (2012), estudando alteragcbes nas concentragdes de
carboidratos em espécies de eucalipto, verificaram que inicialmente pode ocorrer
acumulo de acucares devido a reducdo do crescimento, mas com o passar do
tempo, pode haver esgotamento desses agucares que culmina com a morte das
plantas.

O aumento de 27% na concentragdo de ASTF, aqui observado,
provavelmente se deve a reducdo do crescimento, pois as plantas nao foram
submetidas a seca extrema, mas pode estar relacionado ao ajuste osmdtico, de
forma a manter o turgor e o conteudo de agua da célula em niveis adequados a
atividade fisioldgica (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A concentragao de agucares soluveis em folhas de E. globulus aumentou em
plantas submetidas a seca progressiva, comparativamente as plantas bem irrigadas
(DUAN et al., 2013). Também, de acordo com o observado por Pinheiro e Chaves
(2010), a queda na assimilagao de CO;, pode diminuir as atividades das enzimas
envolvidas na glicélise, o que limita a disponibilidade de fosfoenolpiruvato (PEP),
levando a um acumulo de acgucares soluveis. Resultados semelhantes foram
observados em plantas de Quercus pubescens e Quercus ilex sob deficiéncia hidrica
em vasos, onde houve um aumento da concentracao foliar de agucares soluveis,
apesar da diminui¢do da assimilagao liquida de CO, (RODRIGUES-CALCERRADA
et al., 2011).
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Resultados diferentes a esses foram observados em dois cultivares de Olea
europaea L. submetidos a estresse hidrico continuo sem reirrigagdo, em que o
conteudo de carboidratos soluveis totais diminuiu acentuadamente apds o 20° dia, e
ao 30° a queda total foi de 27%. Em dois porta enxertos de laranjeira Valéncia
submetidos a deficiéncia hidrica, os teores de carboidratos totais foram menores sob
deficiéncia hidrica, em todas as partes da planta assim como sua redugdo na
fitomassa. Nestas situagbes o estresse continuo que pode ter chegado a situagéo
drastica, causou esgotamento desses carboidratos originado especialmente pela
queda de assimilagéo de CO, (BOUSSADIA et al., 2013; MAGALHAES-FILHO et al.,
2008).

Embora os hibridos tenham apresentado, para algumas caracteristicas,
padrées distintos de respostas frente aos dois regimes de irrigacéo, é fato que a
restricdo hidrica prejudicou o comportamento dos trés hibridos. De uma forma geral,
o hibrido 1 apresenta menores valores de trocas gasosas (fotossintese, condutancia
estomatica e transpiracdo), de altura e de massa seca de caule, desempenho
intermediario em massa seca de folhas e didmetro do coleto e superioridade em
numero de folhas, area foliar, comprimento de raizes e massa seca total. Também, o
hibrido 1 possui maior relacdo raiz/parte aérea, sob condicbes adequadas de
disponibilidade hidrica, sem alterar esse padrao sob déficit hidrico. A particado de
matéria seca de forma semelhante pelo hibrido 1, nas duas condi¢cbes hidricas, pode
indicar que essa caracteristica seja intrinseca ao mesmo, o qual ndo altera o padréo
de alocacao de biomassa entre a parte aérea e o sistema radicular sob condi¢des
restritivas, apesar de ter sido o clone com maior redugao percentual no incremento
em massa seca de raizes. Os hibridos 2 e 3 aumentaram a relagao raiz/parte aérea
sob limitagao hidrica, pela redugao proporcionalmente maior da massa seca da parte

aérea em relacao sistema radicular.
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4.2 Experimento 2: Comportamento fisiolégico de clones de eucalipto sob

deficiéncia hidrica progressiva em vasos de diferentes tamanhos.

ApOs a suspensao da irrigagdo, nos vasos de menor volume de solo (3,6 € 8
L) os clones apresentaram mortalidade bastante rapida, variando em média de 8,2 a
9,15 dias nos vasos de 3,6 L e entre 17,25 a 18,25 dias nos vasos de 8 L (Figura 5),
impossibilitando a diferenciacéo entre os clones, nesses dois tamanhos de vasos.

A queda nos valores de assimilagdo liquida (fotossintese - A), condutancia
estomatica (gs) e transpiragao (E) foi acentuada quando as plantas foram cultivadas
nos vasos de 3,6 e 8 L, ja imediatamente apdés a suspensdo da irrigagdo e
praticamente sem diferencas entre os clones nesses dois tamanhos de vasos
(Figura6 e 7).

Em hibridos de eucalipto, submetidos a seca progressiva, em vasos de 10 kg
de amostra de um neossolo quartzarénico, Silva (2013) chegou a resultados
semelhantes, em que por volta de 15 a 20 dias todas as plantas ja estavam mortas,
como resultado do estresse severo aplicado. Dessa forma, a identificacdo de
mecanismos fisioldgicos relacionados as caracteristicas de trocas gasosas que
favorecem a sobrevivéncia dos clones foi comprometida.

Os resultados obtidos para os vasos de 3,6 L sdo semelhantes aos
encontrados com mudas de Eucalyptus camaldulensis e Eucalyptus globulus,
multiplicadas por sementes com um ano de idade e cultivadas em vasos de 5 L, que
sobreviveram durante 7 dias, apresentando rapido declinio na taxa fotossintética e
na condutancia estomatica (GINDABA; ROZANOV; NEGASH, 2004).
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Sobrevivéncia
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Dias

W 25L

C1 C2 c3 C4 C5

Figura 6. Sobrevivéncia de clones de eucalipto apds suspenséo de irrigagdo em vasosde 4 3,6 L, 8
L,25Le 100 L.

Em seca progressiva estabelecida em vasos de 10 L, em ipé-roxo (Tabebuia
impetigionsa) houve queda proporcional na taxa de transpiracdo a medida em que a
deficiéncia hidrica se acentuou ao longo de 30 dias (RODRIGUES et. al., 2013),
provavelmente proporcionada pela diminuicdo do potencial hidrico e fechamento
parcial, ou até total, dos estdmatos limitando as trocas gasosas e por consequéncia
a transpiracéo.

Nos vasos de 25 L os clones se diferenciaram, onde o H4 sobreviveu, em
média 7 dias menos que o C5, respectivamente 27,75 e 35,35 dias de sobrevivéncia.
Em vasos de 100 L, a diferenga de sobrevivéncia entre os clones foi bem nitida, em
que C5, C1 e C3 mostraram-se mais tolerantes a deficiéncia hidrica progressiva,
sobrevivendo em média por 91,4, 90,9 e 88,8 dias, respectivamente, apos a
suspensao da irrigagao, contra 70,9 dias do C4 e 79,5 dias do C2.

Observa-se, pelo tempo médio de sobrevivéncia que os clones C1, C3 e C2
sao de comportamento intermediario e o C4 o mais sensivel a deficiéncia hidrica.
Mesmo nos vasos de menor volume, em que essas diferengas n&o foram
significativas, essa foi a tendéncia de comportamento.

Em vasos de 25 L os valores de A e gs mantiveram-se pouco alterados, nao

se diferenciando dos valores obtidos em vasos de 100 L, até por volta do 18° dia; a
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partir dai a queda nesses valores foram rapidas até o 30° dia. Em vasos de 100 L,
os clones apresentaram queda de forma mais lenta e gradual nas trocas gasosas,
em que as plantas mantiveram suas atividades até aproximadamente 80 dias.
Dessa maneira, constata-se que nesse tamanho de vaso, o estresse ocorreu de
forma mais lenta e menos severa permitindo a melhor diferenciagao dos clones.

Observa-se, ainda, que a medida em que as plantas tém maior volume de
substrato para exploracéo e, consequentemente, maior volume de agua disponivel,
as diferencas entre os clones se acentuam, permitindo separa-los quanto a
tolerancia a deficiéncia hidrica. Condi¢gdes muito limitantes ao crescimento das
plantas podem fazer com que os clones tenham desempenhos semelhantes, ndo
possiblilitando a separagcdo de materiais possivelmente promissores para cultivos em
areas sujeitas a deficiéncia hidrica (VELLINI et al., 2008).

Assim, em trabalhos visando a fenotipagem para estudos de toleréncia a
deficiéncia hidrica, o uso de vasos com maior capacidade volumétrica torna-se mais
interessante por possibilitar a deteccao de diferencas entre os gendétipos. Nos vasos
pequenos a perda de agua por evapotranspiracdo € muito rapida, fazendo com que
os clones, mesmo com comportamentos distintos, se assemelhem, dificultando a
deteccao de diferengcas entre os mesmos, pelo menos ao se adotar a manifestacao
dos primeiros sinais de murcha para as avaliagdes fisioldgicas. Estes problemas,
talvez possam ser contornados, realizando-se avaliagdes periddicas, mais proximas,

antes que as plantas manifestem sintomas de deficiéncia hidrica.
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Figura 7. Taxa de assimilacdo liquida (A - pmol CO,.m?s™ ), condutancia estomatica (gs — mol
H,0.m?%s™), e transpiracdo (E — mmol H,0.m?s™") em clones de eucalipto cultivados em
vasos de diferentes tamanhos, apds suspensao de irrigagcao até a morte das plantas.
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4.3 Experimento 3: Comportamento de clones de eucalipto sob dois regimes

hidricos em dois tamanhos de vasos

4.3.1 Desempenho dos clones por meio de caracteristicas bioquimicas e

fisiolégicas.

A interagdo regime hidrico x clones x vasos (Rl x C x V) foi significativa
apenas para potencial hidrico foliar - W, (Tabelas 5 e 6). Interagbes significativas
entre regime hidrico x clones (Rl x C) foram observadas para taxa de assimilagcéao
liquida (A), condutancia estomatica (gs) e transpiracao (E), Tabelas 5 e 7. Também,
interagdes significativas entre regime hidrico x vasos (RI x V) foram observadas para
Os, E, W € teor de acgucares redutores em raizes (Tabelas 5 e 8) e interagdes
significativas entre clones e vasos (C x V) foram observadas apenas para A e Wys
(Tabelas 5 € 9).

O potencial hidrico foliar (v, foi afetado tanto pelos regimes de irrigagao,
apresentando valores cerca de trés vezes menor no R2, quanto pelos tamanhos de
vasos (Tabela 6). O potencial hidrico foliar reflete as condigbes da dinamica do
processo de transporte no sistema solo-planta-atmosfera. Dessa forma, esses
valores no R2 podem ter sido resultante de alteragcbes bioquimicas que levam a
mudanc¢as na concentracdo do fluido celular, e também pode ser resultado da
diminuicdo do volume das células das folhas, os dois como consequéncia da
deficiéncia hidrica imposta no tratamento (FERNANDES; CAIRO; NOVAIS, 2014;
PALLARDY, 2008)

O decréscimo do teor de agua no solo diminui o potencial hidrico na folha,
onde as células ndo se encontram mais turgidas, contribuindo para diminuicdo da
condutancia estomatica, e promovendo o fechamento parcial ou total dos estdmatos.
Esse fechamento bloqueia o influxo de CO2 para as folhas, afetando o acumulo de
fotoassimilados, podendo levar a paralisacdo de crescimento das plantas e,

consequentemente, perdas de produtividade (GHOLZ et al., 1990)
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Tabela 5. Resumo da anadlise de variancia caracteristicas fisioldgicas: taxa assimilacdo liquida (A -
pmol COz.m'z.s'1), condutancia estomatica (gs — mol HZO.m'2.3'1), transpiragao (E — mmol
HZO.m'z.s'1), (médias dos ciclos de suspensdo), danos ao sistema de membranas (Danos -
%), potencial hidrico foliar (W, - MPa). Caracteristicas bioquimicas: teor (mg.g'1) de
acgucares redutores nas folhas (ARF) e nas raizes (ARR) e teor (mg.g'1) de acgucares
soluveis totais nas folhas (ASTF) e nas raizes (ASTR), em plantas de cinco clones de
eucalipto submetidas a dois regimes de irrigacdo (RI) em casa de vegetagéo.

Fontes de Valores de “F"/Caracteristicas
Variagcédo A Os E Danos Wt ARF ARR ASTF ASTR
RI 2035,8** 890,4** 2223,9** 6,4* 32624** 33,0 21,5** 3,3™ 69,7**
Clone 5,5%* 1,2m 2,3™ 6,5** 1,4™ 10,4** 2,6* 6,5** 2,4"
Vaso 51,4* 9,0** 1,7 17,8* 11,8* 11,2* 5,2* 0,02" 5,6*
RIxC 5,6* 3,3* 3,0% 0,1™ 1,3 0,7" 1,8ns 0,8™ 1,05™
RIxV 2,6™ 12,1**  35,7** 10,2™ 6,8* 0,5" 12,8* 1,2" 2,8™
CxV 3,9** 1,9™ 2,4"™ 2,4" 3,6** 1,1™ 2,4" 1,6 2,3"™
RIXCxV 0,5" 0,4™ 0,2" 0,8™ 2,9* 1,7 0,4™ 0,42" 0,2"
CV(%) 8,04 19,7 9,24 10,74 10,94 14,89 16,58 11,86 18,71
Média 8,66 0,277 3,59 0,356 -2,08 41,62 12,67 91,25 24,75
Médias de regimes de irrigagéo
R1 11,53 0,425 5,03 0,349b  -0,89 50,60 a 10,20 96,7 33,88 a
R2 5,79 0,128 2,16 0,367a  -3,26 32,64 b 15,05 85,78 15,23 b
Médias de Vasos
V8 8,2 0,262 3,64 0,343b  -2,01 36,46 b 13,64 91,46 26,78 a
V 25 9,11 0,292 3,55 0,373a  -2,15 46,78 a 11,7 91,04 22,33 b
Médias de Clones
C1 8,78 0,255 351 0364AB -2,07 32,33AB 9,84B 89,82ABC 18,77
C2 8,55 0,279 3,6 0,390A -2,11 40,39AB 14,62A 82,52BC 22,97
C3 8,94 0,282 3,68 0,350B  -2,02 58,63 A 14,26 AB 101,52 AB 29,12
C4 8,12 0,281 3,47 0,347B -2,15 46,32AB 12,71 AB 111,35A 28,13
C5 8,9 0,285 3,71 0,339B  -2,03 3043C 11,93AB 71,05C 23,78

Rl — regimes de irrigagcdo (R1 — irrigagdo em

dias alternados;

R2 - irrigagdo suspensa até o

aparecimento de sintomas iniciais de murcha, seguida de nova irrigagdo). ** - valor significativo
(p<0,01) pelo teste F; * valor significativo (p<0,05) pelo teste F; "*- valor n&o significativo (p>0,05) pelo
teste F. Médias seguidas por uma mesma letra, mindscula para regimes de irrigacdo e tamanhos e
vasos e maiuscula para clones, no diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Em hibridos de Eucalyptus grandis X E. urophylla, aos 17 meses de idade,
houve diferenca em torno de 1 MPa, nos tratamentos com restricdo hidrica em
relagdo aos tratamentos com boa disponibilidade hidrica, em condigbes de campo
(FERRAZ, 2012). Em tratamentos com deficiéncia hidrica em vasos a restricao pode
ser ainda maior, visto os resultados de potencial hidrico foliar obtidos no presente
experimento.

No R1, ndo houve diferenga entre os vasos e clones, visto que existe uma
condicdo hidrica favoravel as plantas. No R2, nos vasos de 8 L, C2 e C4
apresentaram valores mais baixos, enquanto que nos vasos de 25 L o C2
apresentou valor mais alto agrupando-se com os demais clones diferenciando-se
apenas de C1. Entre os vasos, o C1, C3 e C5 apresentaram valores mais baixos nos
vasos de 25 L diferenciando-se dos valores encontrados nos vasos de 8 L (Tabela
6).

O padrao de resposta dos clones quanto ao potencial hidrico foliar € distinto
entre os dois tamanhos de vasos no R2, em que no vaso de 8 L ha uma
diferenciacao clara entre os gendtipos, com a formagao de dois grupos exclusivos,
um formado pelo C2 e C4 com potencial hidrico mais baixo, e outro formado pelo
C1, C3 e C5, com potencial hidrico superior. Essa resposta pode ser resultado da
maior sinalizacdo, e pela rapidez com que o estresse € detectado pela planta, em
razao da menor disponibilidade de recursos como solo e agua em vasos de 8 L.

No vaso de 25 L, essa distingdo n&o € tao evidente, distinguindo-se apenas o
C1, de potencial hidrico mais negativo, do C2, de maior potencial hidrico. Ressalta-
se, porém, que a avaliacdo do potencial hidrico foliar foi feita ao final do
experimento, momento que o vaso de 8 L poderia estar limitando o crescimento das

plantas, dada a menor quantidade de solo e agua disponiveis.
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Tabela 6. Desdobramento da interagdo regimes de irrigagdo x clones x vasos para potencial hidrico
foliar (W, em plantas de cinco clones de eucalipto submetidas a dois regimes de irrigagdo
(RI) em vasos com capacidade para 8 e 25 L, em casa de vegetagao

Yw;
Clones R1 R2
V8 V25 V8 V25

C1 -0,84 AaX -0,90 AaX -2,99 BbY -3,57AaY

C2 -0,96 AaX -0,92 AaX -3,38 AaY -3,18 AbY
C3 -0,91 AaX -0,87 AaX -3,10 BbY -3,30 AabY
C4 -0,81 AaX -0,95 AaX -3,41 AaY -3,45 AabY
C5 -0,84 AaX -0,90 AaX -2,93 BbY -3,46 AabY

Rl — regimes de irrigagdo (R1 — irrigagdo em dias alternados; R2 — irrigagdo suspensa até o
aparecimento de sintomas iniciais de murcha, seguida de nova irrigagédo). V8 — Vasos com 8 L de
solo; V25 — vasos com 25 L de solo. Médias seguidas por uma mesma letra, maiuscula (A, B) para
tamanhos de vasos dentro de cada regime hidrico e clone, maiuscula (X, Y) para regimes de
irrigagdo, para um mesmo tamanho de vaso e clone, e minusculas (a, b) para clones, dentro de cada
regime de irrigagédo e tamanho de vaso, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Quanto a interagéo regimes de irrigagédo x clones (Rl x C), redugdes de 50%
em média, no regime de irrigagcdo 2 em relagdo ao R1, ocorreram para taxa de
assimilacdo liquida, em que o clone 4 apresentou a maior redugéo (57%), seguido
pelo C2 (56%), C1 (48,3%), C3 (44,6%) e, por ultimo pelo C5, com redugdo de
43,4% (Figura 8).

A condutancia estomatica (gs) apresentou reducido média entre os clones de
70%, no R2 em relagédo ao R2, em que o C2 reduziu 77%, seguido pelo C4 e C1
com 72%, H3 com 65,5% e, novamente por ultimo, pelo C5 com redugao de 61%.
Para transpiracao (E) a média de redugao foi de 57%, em que as maiores redugdes
ocorreram para o C4 (61,2%) e C2 (61%), seguidos por C1 (57,7%), C3 (54%) e C5
com 50,8%. Assim, dentre as caracteristicas de trocas gasosas, a condutancia
estomatica foi a mais sensivel a restricao hidrica (Tabela 7; Figura 8), porém, com

alteracbes bem menos intensas do que a verificada para 0 Wy.
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Tabela 7. Desdobramento da interagdo regimes de irrigacdo x clones para taxa fotossintética (A -
umol CO,.m™s™), condutancia estomatica (gs - mol H,0.m™.s™) e transpiragéo (E — mmol
HZO.m'2.5'1) em plantas de cinco clones de eucalipto submetidas a dois regimes de irrigagao
(RI) em casa de vegetacgéo.

.Clones A s E

R1 R2 R1 R2 R1 R2
C1 11,58 Aa 5,98 Bab 0,398 Aa 0,111 Ba 4,94 Aa 2,09 Bab
Cc2 11,76 Aa 5,34 Bbc 0,455 Aa 0,103 Ba 5,18 Aa 2,02 Bb
C3 11,51 Aa 6,37 Ba 0,420 Aa 0,145 Ba 5,04 Aa 2,32 Bab
C4 11,36 Aa 4,89 Bc 0,443 Aa 0,120 Ba 5,00 Aa 1,94 Bb
C5 11,44 Aa 6,47 Ba 0,410 Aa 0,460 Ba 5,06 Aa 2,49 Ba

Rl — regimes de irrigacdo (R1 — irrigagdo em dias alternados; R2 — irrigagdo suspensa até o
aparecimento de sintomas iniciais de murcha, seguida de nova irrigacao). Médias seguidas por uma
mesma letra, mailuscula para regimes de irrigagao e minusculas para clones, nao diferem entre si pelo
teste de Tukey (p>0,05).

mCl

C2
mC3
mC4
mcs

Variagdo (%) em relagdo ao regime de irrigagdao 1

A gs E

Caracteristicas fisiologicas

Figura 8. Variagbes (%) em (a) taxa de assimilagdo liquida (A), condutancia estomatica (gs),
Transpiragdo (E), para os cinco clones cultivados sob restricdo hidrica em relagdo ao
suprimento adequado de agua. (Valores positivos indicam redugdo e negativos indicam
aumento na caracteristica sob restrigdo hidrica)

Lima, Jarvis e Rhizopoulou (2003), analisaram as trocas gasosas em cinco
espécies de Eucalyptus, submetidas a deficiéncia hidrica em vasos de 4 L, e

observaram que as taxas de fotossintese, condutancia estomatica e transpiragao
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foram menores em todas as plantas submetidas a deficiéncia hidrica, quando
comparadas com as taxas das mesmas plantas irrigadas, corroborando com os
resultados neste experimento (Figura 8). Estudando seis espécies de eucalipto sob
diferentes condi¢des de disponibilidade hidrica, Merchant et al. (2007) observaram
reducdes mais acentuadas na condutancia estomatica do que na taxa fotossintética,
a exemplo do observado aqui (Figura 8).

Segundo Mielke et al. (1999), é provavel que a condutancia estomatica
dependa do potencial hidrico da folha, que diminui sob condicbes de estresse. A
diminuicdo da gs e E, e, por fim, da taxa fotossintética (A) em consequéncia do
fechamento estomatico, € identificada como sendo as primeiras respostas para
reduzir a perda da agua pelas plantas sob deficiéncia hidrica (CHAVES et al., 2003;
PITA et al., 2005). Situagao ressaltada por Santos, Guimaraes e Klein et al. (2012),
identificando o controle estomatico como importante ferramenta de combate a
desidratagéo foliar, pois € um dos primeiros ajustes de desenvolvido pela planta a
fim de evitar a continuidade da perda de agua.

Analisando a interagao regime de irrigagao x vasos (Rl x V), observa-se para
gs em relacao ao R1, redugdes de 77,5% no vaso de 8 L e de 62% no vaso de 25 L;
para a transpiragéo (E) a redugao foi de 61,5% no vaso de 8 L e 52,2% no vaso de
25 L; redugéo em torno de 250%, nos dois tamanhos de vasos, ocorreram para o
potencial hidrico foliar. Por outro lado, os teores de agucares redutores em raizes
aumentaram cerca de 10% nos vasos de 8 L e 110% nos de 25 L (Tabela 8; Figura
9a).

No regime de irrigacao 1 (R1), a condutancia estomatica (gs) foi semelhante
nos dois tamanhos de vasos, porém no R2, as plantas estabelecidas nos vasos de 8
L apresentaram valores de gs cerca de 40% inferiores aos observados nos vasos de
25 L. Para transpiragdo no R1, maiores valores foram observados nas plantas dos
vasos de 8 L (9,15%), mas no R2, as plantas estabelecidas nesses vasos
apresentaram valores inferiores em aproximadamente 12,17% em relagdo as
estabelecidas nos vasos de 25 L. O potencial hidrico foliar (W) foi menor no vasos
de 25 L, independentemente do regime de irrigagdo. Para ARR, o comportamento foi

bem divergente nos dois regimes de irrigagdo, em que no R1 maiores valores
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ocorreram nas plantas dos vasos de 8 L (42%), mas no R2 os maiores valores de

ARR foram observados nos vasos de 25 L (11%), Tabela 8 e Figura 9b.

Tabela 8. Desdobramento da interagdo regimes de irrigagcdo x vasos (Rl x V) para conduténcia
estomatica (gs - mol H20.m'2.s'1), transpiracdo (E — mmol H,O0.m?.s” ), potencial hidrico
foliar (Wws - MPa), teor de agucares redutores em raizes (mg.g'1 - ARR) em plantas de
cinco clones de eucalipto submetidas a dois regimes de irrigagdo (RI) em casa de

vegetacdo.
Vasos Js E

R1 R2 R1 R2
V8 0,428 Aa 0,096 Bb 5,25 Aa 2,02 Bb
V25 0,423 Aa 0,160 Ba 4,81 Ab 2,30 Ba

Wi ARR

R1 R2 R1 R2
V8 -0,876 Ba -3,14 Ab 13,05 Aa 14,23Aa
V25 -0,910 Ba -3,39 Ab 7,53 Bb 15,88 Aa

Rl — regimes de irrigagdo (R1 — irrigagdo em dias alternados; R2 — irrigagdo suspensa até o
aparecimento de sintomas iniciais de murcha, seguida de nova irrigagdo). V8 — Vasos com 8 L de
solo; V25 — vasos com 25 L de solo. Médias seguidas por uma mesma letra, mailscula para regimes
de irrigacdo e minusculas para vasos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

A quantificacdo desses acucares pode dar uma indicacdo indireta da
capacidade fotossintética, se existe maior quantidade, pode indicar boas condicbes
da planta, seja pela sua producédo via fotossintese, e pela a sua utilizagdo via
metabolismo. Os maiores teores de agucares redutores nas raizes (ARR) em vasos
de 25 L indica que o metabolismo provavelmente foi menos comprometido pela
deficiéncia hidrica, e ainda pode estar promovendo uma alocacao de carbono para
as raizes em resposta a deficiéncia hidrica.

Cernusak et al. (2003) identificaram que durante periodos de deficiéncia
hidrica a concentragcado de carboidratos soluveis totais aumentou no floema de E.
globulus, o que pode-se deduzir um favorecimento da alocagdo de carbono nas
raizes nesta situagao, visto que o maior teor de ARR neste experimento também foi

evidente, colaborando com essa informacao.
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Figura 9. Variagbes (%) em: a) condutancia estomatica (gs), transpiragédo (E), potencial hidrico foliar
(Wws), teores de acucares redutores nas raizes (ARR) em plantas de cinco clones de
eucalipto cultivadas nos dois tamanhos de vasos em relagéo aos dois regimes e b) nos dois
regimes de irrigacdo em relagdo aos dois tamanhos de vasos. (Valores positivos indicam
reducao e negativos indicam aumento na caracteristica do R2 em relagdo ao R1.
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Ja em plantas de mogno-africano (Khaya ivorensis) submetidas a deficiéncia
hidrica progressiva por 14 dias e posterior reidratagdo, o teor de carboidratos
soluveis totais decresceu, mostrando que o estresse afetou o metabolismo
fotossintético e, com isso, a sintese desses fotoassimilados ficou comprometida
(ALBUQUERQUE et al., 2013).

Contudo, a dosagem dos teores de agucares soluveis totais e redutores em
folnas e raizes de Solanum lycocarpum, demonstrou que o0s niveis desses
compostos aumentaram significativamente em resposta a deficiéncia hidrica, sendo
que os agucares redutores foram os que mais contribuiram para esse aumento
(CHAVES-FILHO; SERAPHIN, 2001). Resultados semelhantes foram encontrados
por Marur (1998) em Gossypium hirsutum L. sob condigdes de deficiéncia hidrica,
em que as plantas apresentaram aumento no teor de agucares redutores.

Quanto a interagdes entre clones x vasos (C x V) observa-se que a taxa de
assimilacao liquida foi maior nos clones 1, 3 e 5, nos vasos de 25 L, em relacdo aos
de 8 L; para C2 e C4 nao houve diferengas nos dois tamanhos de vasos.

Para o potencial hidrico foliar, os clones 1 e 5 apresentaram menores valores
de W, nos vasos de 25 L, enquanto os demais clones nao diferiram nos dois
tamanhos de vasos. Por outro lado, ndo foram verificadas diferengas entres os
clones quando cultivados nos vasos de 8 L, para taxa de assimilagao liquida, e nos
vasos de 25 L para W,+. Comparativamente aos vasos de 25 L, os de 8 L foram mais
restritivos aos clones para taxa de assimilacdo liquida, proporcionando valores
inferiores de 11% para o C1, 2% para o C2, 12% para C3, 6,5% no C4 e 16,8% no
C5.

Quanto ao potencial hidrico foliar o clone 2, apresentou valores inferiores em
torno de 5% nos vasos de 8 L em relagédo aos de 25 L, enquanto que para os demais
clones esses valores foram superiores nos vasos de 8 L, em torno de 5% para C3 e
C4, e 14% para C1 e C5 (Tabela 9).
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Tabela 9. Desdobramento da interagao clones x vasos para taxa fotossintética (A - pmol COz.m'2.s'1)
e ), potencial hidrico foliar (Wys- MPa), em plantas de cinco clones de eucalipto submetidas
a dois regimes de irrigacdo (RI) em casa de vegetagao.

Clone A Wwi

V8 V25 V8 V25
C1 8,27 Ba 9,29 Aab -1,91 Bb -2,23 Aa
C2 8,46 Aa 8,64 Abc -2,17 Aa -2,05 Aa
C3 8,36 Ba 9,52 Aa -1,96 Aab -2,08 Aa
C4 7,85 Aa 8,40 Ac -2,10 Aab -2,20 Aa
C5 8,09 Ba 9,72 Aa -1,88 Bb -2,18 Aa

Rl — regimes de irrigacdo (R1 — irrigagdo em dias alternados; R2 — irrigagdo suspensa até o
aparecimento de sintomas iniciais de murcha, seguida de nova irrigagéo). V8 — Vasos com 8 L de
solo; V25 — vasos com 25 L de solo. Médias seguidas por uma mesma letra, mailscula para vasos e
minusculas para clones, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

A excegdo dos teores de aclcares redutores nas raizes (ARR) em que a
interacdo RI x V foi significativa (Tabelas 5 e 8), para os teores de acucares
redutores nas folhas (ARF), acucares soluveis totais nas folhas (ASTF) e nas raizes
(ASTR) e danos ao sistema de membranas (Danos), ndo foram observados efeitos
significativos de quaisquer interagdes entre os fatores estudados. Para ARF, ARR e
Danos houve também efeitos significativos de regimes de irrigacao, de clones e de
vasos, para ASTF houve diferengas significativas apenas entre os clones e para
ASTR houve efeitos significativos dos regimes de irrigacado e dos vasos (Tabela 5).

No R2 houve aumento de 5% nos danos ao sistema de membranas em
relagdo ao R1, e em relagdo aos vasos de 25 L os vasos de 8 L proporcionaram
aumentos de 8% nessa caracteristica. O clone 2 apresentou maiores Danos no
sistema de membranas que C3, C4 e C5, porém nao se diferenciou do H1, o qual
também teve comportamento semelhante ao C3, C4 e C5 (Tabela 5).

Apesar de pequeno esse dado mostra que houve danos ao sistema de
membranas e indica que houve extravasamento de eletrolitos das células,
geralmente associados a ocorréncia de estresse, causando aumento da quantidade
de espécies ativas de oxigénio (superoxidos), radicais livres e de enzimas de “lise”
(ROY-MACAULEY et al., 1992). Isto resulta na ruptura e aumento da permeabilidade
das membranas e, muitas vezes, em danos irreversiveis nas organelas e moléculas

presentes no interior das células (ALONSO et al., 1997).
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No R2 houve aumento de 47% em ARR e reducdes de 36% em ARF e de
56% em ASTR. Vasos de 25 L proporcionaram valores superiores de ARF, porém
inferiores de ARR e ASTR que os vasos de 8 L (Tabela 5).

O C4 apresentou teores de ASTF superiores aos observados nos C2 e C5
(Tabela 5). A inibigdo do crescimento e a manutengédo da atividade fotossintética
Vandoorne et al. (2012) pode ter sido o motivo do acumulo maior de ASTF no clone
4 sendo este o que mais reduziu em crescimento. Isso pode indicar que essa
resposta esteja associada ao ajuste osmotico.

Para ARF, diferencas entre os clones foram detectadas basicamente entre o
C3 e C5, com maiores valores para o primeiro. Ja para ARR, diferencas ocorreram

apenas entre C1 e C2, com maiores valores no C2 (Tabela 5).

4.3.2 Desempenho dos clones por meio de caracteristicas de crescimento

A interacdo regime hidrico x clones x vasos (Rl x C x V) foi significativa
apenas para massa de matéria seca da parte aérea e massa de mateéria seca total
(Tabelas 10 e 12).

Interacbes significativas entre regime hidrico x clones (Rl x C) foram
observadas para altura, didmetro do coleto, numero de folhas, area foliar, massa de
matéria seca de raizes e de caule (Tabelas 10 e 12) e interagdes significativas entre
regime hidrico x vasos (Rl x V) foram observadas para todas as caracteristicas de
crescimento (Tabelas 10 e 13). Porém outro lado, as interagdes entre clones e vasos
(C x V) ndo foram significativas (p>0,05), independentemente da caracteristica
estudada (Tabela 10).

A massa de matéria seca da parte aérea (MSPA) e total (MST), foi menor no
R2 em relagdo ao R1, e nos vasos de 8 L em relagdo aos de 25 L,
independentemente do clone. Nos dois regimes de irrigagado, ndo houve diferengas
entre os clones quando cultivados nos vasos de 8 L, o mesmo ocorrendo quando os
clones foram cultivados nos vasos de 25 L no R2. Quando cultivados nos vasos de

25 L, no R1, o C1; foi superior. Ja para MST a diferenciagao entre os clones foi
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maior em que C1 e C5 foi superior aos demais e o C2 e C3, superaram o C5 (Tabela
11).

Klippell et al. (2013) encontraram maiores valores para altura, didametro do
coleto e acumulo de matéria seca total em plantas de E. urograndis, cultivadas em
vasos de 100 L, que nao sofreram restricdo hidrica. Em relagdo a MSPA na fase de
mudas, as plantas investem proporcionalmente mais energia na produgéo de galhos
e folhas, em detrimento de outros compartimentos, de forma que estas também sao
as caracteristicas mais sensiveis a deficiéncia hidrica.

Com o aumento da idade das plantas, maior biomassa €& alocada para a
formacao de madeira, de forma que este comportamento podera se alterar ao longo
do ciclo da cultura, o que corrobora as afirmagdes de varios autores (CHAVES;
OLIVEIRA, 2004; GINDABA; ROZANOV; NEGASH, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2013,
PINHEIRO; CHAVES, 2011, PAULA; PAULA; MARINO, 2012) de que os efeitos da
deficiéncia hidrica séo variaveis em fungéo da espécie, gendtipos, estadio fenologico
e da sua intensidade e duragdo. Mesmo assim, o estudo de biomossa juntamente
com outras caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas, pode ser util para avaliar o
desempenho de hibridos em estagio de mudas frente a deficiéncia hidrica.

Redugdes no R2, em relagdo ao R1, ocorreram em média de 40% para altura
(Alt) e didametro do coleto (DC), em torno de 70% para area foliar (AF) e massa de
matéria seca de caule (MSC) e raizes (MSR) e de 60% para numero de folhas (NF).
O C3 apresentou menor reducao em Alt (28%), DC (35%), MSC (65%) e MSR
(66%), porém apresentou maiores redugdes em NF; quanto as redugbes em AF, os
clones apresentaram comportamentos semelhantes (Tabela 11, Figura 10).

Tatagiba et al. (2009), estudando seis clones comerciais de Eucalyptus spp.
em resposta a disponibilidade de agua, verificaram que a deficiéncia hidrica
restringiu o crescimento em altura e didmetro dos clones estudados. Resultados
semelhantes foram, também, obtidos por Duarte (2014) em mudas de parica

(Schizolobium amazonicum) em trés condi¢des de deficiéncia hidrica.
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Tabela 10. Resumo da analise de variancia para altura (Alt - cm); didametro do coleto (DC — mm);
numero de folhas (NF); area foliar (AF - cm?); comprimento de raizes (CRaiz - cm); massa
de matéria seca (g.planta'1) de folhas (MSF), de raizes (MSR), de caule (MSC), da parte
aérea (MSPA = MSF+MSC) e total (MST = MSPA+MSR) e relagdo massa de matéria seca
de raizes/massa de matéria seca da parte aérea (RPA) em plantas de cinco clones de
eucalipto submetidas a dois regimes de irrigagdo (RI) em casa de vegetagao.

Fontes de Valores de “F’/Caracteristicas
Variagéo Alt DC NF AF MSF MSR MSC MSPA MST RPA
RI 638,1** 819,7** 815,3**  3427,7** 1410,6* 538,9** 1566,9** 2166,6™ 1744,2* 421,9**
Clone 4,8** 4,5** 7,0% 3,9* 5,8** 9,5 7,6%* 4,43* 7,1%* 5,2**

Vaso 118,3**  102,9** 178,3**  1035,3**  235,6™ 94,4 437,7* 482,5* 367,1** 144,1**

RIxC 3,0* 3,0* 7,54** 2,7* 1,6™ 2,6* 2,5* 1,8™ 2,2" 0,99

RIxV 19,5** 30,4* 84,6 266,1** 38,8 32,5 139,8** 121,5* 99,9** 35,3**

CxVv 0,5™ 0,6™ 1,3™ 0,6™ 2,2™ 1,8™ 0,5™ 1,6™ 2,0™ 0,7
RIXCxV 0,2" 0,8"™ 0,2"™ 0,2"™ 2,1"™ 1,7 1,9™ 2,9* 2,9* 0,5"™
CV(%) 10,37 10,06 17,18 10,14 13,55 24,9 14,85 11,78 13,28 10,84
Média 94,12 10,38 157,4 3601,01 21,29 11,83 20,68 41,87 53,71 0,49

Médias de regimes de irrigacdo
R1 116,3 13,11 227,96 5551,6 31,0 18,0 31,7 62,83 80,92 0,39
R2 71,6 7,65 86,9 1650,4 11,3 5,5 9,58 20,91 26,51 0,59

Médias de Vasos

\A:] 84,4 9,41 124,4 2529,0 17,1 9,2 14,8 31,98 41,23 0,55
V 25 103,8 11,35 190,4 4673,0 25,2 14,4 26,5 51,76 66,1 0,43

Médias de Clones

C1 94,5 10,6 137,0 3482,8 234 a 13,1 21,0 44,56 57,70 0,50
C2 101,0 10,8 168,1 3544.,5 20,0b 13,0 22,2 42,35 55,33 0,51
C3 90,1 10,58 171,5 3539,9 20,7b 13,2 22,3 42,99 56,25 0,52
C4 94,3 9,81 147,4 3579,6 20,1b 10,7 19,4 39,56 50,29 0,50
C5 90,45 9,99 163,0 3858,05 21,5ab 9,0 18,3 39,89 48,92 0,45

Rl — regimes de irrigacédo (R1 — irrigacdo em dias alternados; R2 — irrigagdo suspensa até o
aparecimento de sintomas iniciais de murcha, seguida de nova irrigacdo). ** - valor significativo
(p<0,01) pelo teste F; * valor significativo (p<0,05) pelo teste F; "*- valor n&o significativo (p>0,05) pelo
teste F. Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Nascimento et al. (2011), trabalhando com mudas de jatoba (Hymenaea
courbaril L.), identificaram a area foliar como a caracteristica mais sensivel a
deficiéncia hidrica. A queda da producdo de biomassa esta associada a queda de
assimilagao de carbono, como efeito da diminuigao da area fotossintética.

No regime de irrigacdo 2, na média dos dois tamanhos de vasos, os clones
apresentaram comportamento semelhantes para DC, Alt, NF, AF, MSF e MSR, o
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que pode sugerir um intenso estresse hidrico imposto as plantas, ndo permitindo a
diferenciagao dos clones. Por outro lado, sob condi¢des hidricas adequadas (R1), os
clones manifestaram seu potencial de crescimento, possibilitando diferencia-los.
Neste sentido, em geral, o C5 apresentou menor crescimento e acumulo de matéria
seca, apesar de maiores valores de AF (Tabela 12)

Quanto a interagdo regimes de irrigagdo X vasos, observou-se que a
deficiéncia hidrica promoveu maiores redugées em Alt, DC e, NF, quando as plantas
foram cultivadas nos vasos de 25 L, comparativamente aos de 8 L. Por outro lado, o
oposto ocorreu para relacdo massa de matéria parte aérea e massa de matéria seca
de raizes (RPA); para as demais caracteristicas, ou seja, AF, MSF, MSR e MSPA,
as redugdes foram relativamente semelhantes nos dois tamanhos de vasos (Tabela
13, Figura 11a).

Esses resultados sugerem que o tamanho de vaso influenciou o crescimento
e o acumulo de matéria seca pelas plantas de forma diferenciada nos dois regimes
de irrigacdo em que vasos menores apresentaram menores redugcdes em Alt, DC,
NF, MSR e MSC sob estresse hidrico. Isto, também, pode ter sido causado pelo
tempo de experimentagéo, ou seja, o tempo de condugao do experimento poderia ter
sido menor para os vasos menores, de forma a ndo provocar limitacido excessiva ao
desempenho dos clones. Neste sentido, as plantas do R1, nos vasos menores (3,6
L) podem ter sido limitadas e no R2, as mesmas conseguiram crescer nos intervalos

dos ciclos de suspensao de irrigagao.
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Tabela 11. Desdobramento da interagdo clones x vasos x regimes de irrigagao para massa de
matéria seca (g.planta'1) da parte aérea (MSPA) e total (MST) em plantas de cinco clones
de eucalipto submetidas a dois regimes de irrigagédo (RI) em casa de vegetacao.

MSPA
Clones R1 R2
V4 V25 V8 25
Cl 48,07 1BaX 87,73 1AaX 17,22 2BaY 25,23 2AaY
C2 48,99 1BaX 77,27 1AbX 16,31 2BaY 26,85 2AaY
C3 49,34 1BaX 78,03 1AbX 16,46 2BaY 28,14 2AaY
C4 45,63 1BaX 73,70 1AbX 14,97 2BaY 23,94 2AaY
C5 47,85 1BaX 71,74 1AbX 14,93 2BaY 25,02 2AaY
MST
R1
V8§ V25 V8 25
Cl 61,96 1BaX 114,55 1AaX 22,39 2BaY 32,22 2AaY
C2 64,66 1BaX 101,66 1AbX 21,00 2BaY 34,00 2AaY
C3 64,66 1BaX 102,03 1AbX 22,16 2BaY 36,17 2AaY
C4 58,50 1BaX 94,00 1AbcX 19,00 2BaY 29,66 2AaY
C5 59,83 1BaX 87,33 1AcX 18,16 2BaY 30,33 2AaY

Rl — regimes de irrigacdo (R1 — irrigagdo em dias alternados; R2 — irrigagdo suspensa até o
aparecimento de sintomas iniciais de murcha, seguida de nova irrigagédo). V8 — Vasos com 8 L de
solo; V25 — vasos com 25 L de solo. Médias seguidas por uma mesma letra, maiuscula (A, B) para
tamanhos de vasos dentro de cada regime hidrico e clone, maiuscula (X, Y) para regimes de
irrigagdo, para um mesmo tamanho de vaso e clone, e minusculas (a, b) para clones, dentro de cada
regime de irrigagao e tamanho de vaso, néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p=<0,05).

Comparativamente aos vasos de 25 L, dentro dos regimes de irrigacéo, 0s
vasos de 8 L proporcionaram reducao em Alt de 20,9% no R1 e de 14,9% no R2;
reducao em DC de 20,4% no R1 e 10,8% no R2 e em NF de 39,2% no R1 e 21% no
R2. Para MSC, MSR e MSPA a reducao também foi maior no R1 em relacéo ao R2.
Por outro lado, a RPA foi maior nos vasos de 8 L, independentemente do regime de

irrigacao (Figura 10 b).
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Tabela 12. Desdobramento da interacao clones x regimes de irrigagdo para diametro do coleto (DC -
mm) altura de plantas gAIt - cm), numero de folhas (NF), area foliar (AF-cmz), massa de
matéria seca (g.planta™’) de raizes (MSR) e de caule (MSC) em plantas de cinco clones
de eucalipto submetidas a dois regimes de irrigagédo (RI) em casa de vegetacao.

Clone NF ALT
R1 R2 R1 R2 R1 R2
C1 13,94 Aa 7,37 Ba 195,00 Ad 79,00 Ba 116,58 Aabc 72,58 Ba
c2 13,75 Aab 7,97 Ba 249,5 Aab 86,33 Ba 126,00 Aa 76,08 Ba
C3 12,9 Asbc 8,26 Ba 262,08 Aa 81,00 Ba 106,83 Ac 76,50 Ba
C4 12,33 Ac 7,29 Ba 202,58 Acd 92,33 Ba 119,41 Aab 69,33 Ba
C5 12,64 Abc 7,34 Ba 230,66 Abc 95,5 Ba 114,33 Abc 66,58 Ba
MSR MSC
R1 R2 R1 R2 R1 R2
C1 5338,53 Ab 1627,25 Ba 20,15 Aa 6,11 Ba 33,41 Aab 8,58 Ba
c2 5449,36 Ab 1639,71 Ba 20,15 Aa 5,86 Ba 33,91 Aa 10,58 Ba
C3 5447,2 Ab 1632,67 Ba 19,74 Aab 6,72 Ba 33,25 Aab 11,41 Ba
Cc4 5499,58 Ab 1659,72 Ba 16,57 Abc 4,92 Ba 30,16 Abc 8,75 Ba
C5 6023,37 Aa 1692,73 Ba 13,82 Ac 4,30 Ba 28,16 Ac 8,58 Ba

Rl — regimes de irrigagdo (R1 — irrigagdo em dias alternados; R2 - irrigagdo suspensa até o
aparecimento de sintomas iniciais de murcha, seguida de nova irrigagdo). Médias seguidas por uma
mesma letra, mailscula para regimes de irrigagdo e mindsculas para clones, ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 10. Variagbes (%) em altura (Alt), didmetro do coleto (DC), numero de folhas (NF), area foliar
(AF) e massa de matéria seca de raizes (MSR) e Caule (MSC) para os cinco clones
cultivados sob restricdo hidrica em relagdo ao suprimento adequado de agua. (Valores
positivos indicam redugao e negativos indicam aumento na caracteristica sob restricdo

hidrica).
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Tabela 13. Desdobramento da interacdo regimes de irrigagdo x vasos (RIxV) para altura de plantas
(Alt - cm), didmetro do coleto (DC- mm); Numero de folhas (NF); area foliar (AF-cmZ);
massa de matéria seca (g.planta'1) de folhas (MSF), de caule (MSC), de raizes (MSR), da
parte aérea (MSPA) e total (MST); relagdo massa de matéria seca de raizes/massa de
matéria seca da parte aérea (RPA) em plantas de cinco clones de eucalipto submetidas a
dois regimes de irrigacao (RI) em casa de vegetagao.

Vasos ALT DC NF
R1 R2 R1 R2 R1 R2
V8 103,00 Ab 65,8! Bb 11,62 Ab 7,21 Ba 172,2 Ab 76,66 Bb
V25 130,25 Aa 77,36 Ba 14,60 Aa 8,09 Ba 283,66 Aa 97,20 Ba
AF MSF MSR
R1 R2 R1 R2 R1 R2
V8 3936,08 Ab 1121,91 Bb 25,38 Ab 8,95 Bb 13,93 Ab 4,50 Bb
V25 7167,14 Aa 2178,92 Ba 36,69 Aa 13,73 Ba 22,24 Aa 6,66 Ba
MSC MSPA MST
R1 R2 R1 R2 R1 R2
V8 22,60 Ab 7,03 Bb 47,98 Ab 15,98 Bb 61,92 Aa 20,54 Bb
V25 40,96 Aa 12,13 Ba 77,69 Aa 25,83 Ba 99,91 Aa 32,47 Ba
RPA
R1 R2
V8 0,68 Aa 0,42 Bb
V25 0,51 Aa 0,36 Bb

Rl — regimes de irrigagdo (R1 — irrigagdo em dias alternados; R2 - irrigagdo suspensa até o
aparecimento de sintomas iniciais de murcha, seguida de nova irrigacédo). V8 — Vasos com 8 L de
solo; V25 — vasos com 25 L de solo. Médias seguidas por uma mesma letra, mailscula para regimes
de irrigacdo e minusculas para tamanhos de vasos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Esses resultados sugerem que o uso de vasos pequenos nao € adequado
para estudos de tolerancia a seca, visto que limita o crescimento das plantas quando
cultivadas sob condicbes adequadas de disponibilidade hidrica, impedindo a
caracterizagao correta dos clones. Por outro lado, esse inconveniente pode ser
contornado conduzindo-se os experimentos por um periodo menor, em geral, inferior
a 90 dias.

A area foliar € um dos parametros importantes na avaliagdo do crescimento
vegetal e sua expansao esta relacionada com a interceptacdo da radiagcéo solar,
fotossintese e acumulo de biomassa (STRECK, 2004). A area foliar apresentou
maior reducao sob estresse hidrico, assim como também pela redu¢do no tamanho

dos vasos, mostrando-se mais sensivel a esses dois tipos de estresse.
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Variagdes (%) em altura (Alt), didmetro do coleto (DC), nimero de folhas (NF), area foliar
(AF), massa de matéria seca de folhas (MSF), de raizes (MSR), de caule (MSC) e da parte
aérea (MSPA) e relagdo massa de matéria seca de raizes/massa de matéria seca da parte
aérea (RPA), em plantas de cinco clones de eucalipto, em dos dois tamanhos de vasos (a)
e sob dois regimes hidricos (b). (Valores positivos indicam redugao e negativos indicam
aumento na caracteristica sob restricdo hidrica, em relagdo ao R1, nos vasos de 8 e 25 L
(a) e nos vasos de 8 L, em relagdo aos de 25 L, nos dois regimes de irrigacéo (b))
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A redugdo da area foliar nas plantas sob deficiéncia hidrica deu-se,
principalmente, pela redugdo do tamanho das folhas, mas também no seu numero.
Visivelmente houve diminuicdo do numero e da taxa de crescimento dos ramos,
situagdo mostrada também por Tatagiba et al. (2009). Isto pode ter ocorrido devido
ao ajuste da area de transpiragao frente a deficiéncia hidrica. A redu¢do do numero
de folhas, juntamente com a diminuicdo da area foliar, em plantas pode ser
considerada como uma estratégia de sobrevivéncia para evitar a perda de agua por
transpiracéo.

Neste experimento, a RPA foi 33% maior no R1 e 16,6% no R2, nos vasos de
8 L em relagéo aos vasos de 25 L. Em geral houve uma maior valor de RPAno R1 e
em vasos de 8 L (Figura 11a e 11b). Dentre os clones o C5 apresentou a menor
RPA se diferenciando dos demais (Tabela 10).

Em Eucalyptus urograndis Klippel et al. (2013) n&o encontraram diferencas
em RPA em dois tratamentos com deficiéncia hidrica em vasos de 100 L. O
crescimento radicular é considerado uma caracteristica constitutiva e ndo induzida
pelo estresse (CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2006; BLUM, 2011), e ainda
apresenta heranca simples e pode ter efeitos decisivos no desempenho e
produtividade das plantas em condicbes de seca operando, principalmente, para
evitar a desidratagdo (BLUM, 2011).

Segundo Laclau (2013), a deficiéncia hidrica modifica as relagdes fonte/dreno
e por consequéncia a reparticdo de biomassa. A relacao raiz/parte aérea tende a
aumentar nas condi¢cdes de deficiéncia hidrica, implicando que a mesma afeta
menos o crescimento das raizes, que é proporcionalmente maior devido a busca de
agua do que da parte aérea, causando uma diminuicao da superficie foliar.

A deficiéncia hidrica alterou a reparticdo de biomassa nas folhas e raizes em
plantacdes tropicais de eucalipto (STAPE; RYAN; BINKLEY, 2004). Li e Wang
(2003) encontraram um aumento da RPA em condi¢des de deficiéncia hidrica em
plantas em vasos de 5 L em Eucalyptus microtecha F muel,.

Nesse caso, a maior RPA no R1 se deve as irrigagdes frequentes, visto na
metodologia, onde a planta se adapta a maiores trocas gasosas e
consequentemente maior assimilacdo de carbono e, portanto, maior particao de

biomassa para as raizes onde a demanda de agua é cada vez maior. Este pode ser
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um efeito indesejado que ocorre em menores tamanhos de vasos, onde o efeito da

agua tende a ser mais concentrado.

4.3.3 Diferenciacao dos clones de eucalipto quanto as caracteristicas de

crescimento, fisiolégicas e bioquimicas nos experimentos Il e lll

O C4, seqguido pelo C2, apresentou maiores redugcdes em caracteristicas de
crescimento e em trocas gasosas. O C4 apresentou mortalidade mais rapida,
quando cessada a irrigagao (experimento Il), independentemente do tamanho de
vasos, e ainda maiores teores de ASTF. Assim, esse clone é considerado mais
sensivel a deficiéncia hidrica.

O C3 pode ser considerado tolerante, pois além de ter baixa reducdo em
trocas gasosas no R2, teve menor redugcao em todas caracteristicas de crescimento,
e juntamente com C5 e C1, apresentaram mortalidade mais lenta no experimento
de tamanhos de vasos (experimento Il). O C5 também teve baixas redugbes nas
trocas gasosas, e menores teores de ASTF, porém maiores redugcbes em
crescimento no R2. Quando bem irrigado o C5 investiu em maior AF, por outro lado
foi o clone de maior tempo de sobrevivéncia, diferenciando-se dos demais.

De acordo com Wikberg e Ogren (2004) os mecanismos de adaptacdo ao
estresse hidrico, geralmente resultam em menor taxa de crescimento o que,
segundo PITA et al. (2005) é resultante do custo metabdlico associado as respostas
das plantas a deficiéncia hidrica. Por exemplo, o fechamento estomatico também
reduz a assimilagdo de carbono; o aumento do crescimento de raizes diminuira o
crescimento da parte area; a queda de folhas implica em custo de producdo de
novas folhas, e o acumulo de solutos na célula altera o metabolismo de enzimas e
proteinas (TAIZ; ZEIGER, 2013). Pereira e Pallardy (1989) comentaram que plantas
mais adaptadas a deficiéncia hidrica apresentam, provavelmente, caracteristicas

mais relacionadas a sobrevivéncia que ao crescimento.
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5 CONCLUSOES

Recomenda-se o0 uso de vasos de 25 L para estudos de tolerancia a seca em
eucalipto, pois proporcionam melhores resultados quanto a velocidade e severidade
da deficiéncia hidrica.

Tanto sob seca progressiva quanto sob ciclos de suspensédo de irrigagdo o
padrao de diferenciagdo dos clones se manteve.

O uso de vasos pequenos, de menor capacidade volumétrica nédo esta
descartado. Porém, deve-se reduzir o periodo de conducdo do experimento e
numero de ciclos de irrigagao e ainda realizar avaliagdes fisioldgicas anteriormente a
manifestacdo de murcha, para possibilitar maior capacidade de discriminacéo de
diferengas genéticas.

A utilizacdo de substratos inertes ndao é ideal para experimentos de
sobrevivéncia, pois ao cessar a irrigagdo o fator nutricional fica comprometido,
podendo interferir nos resultados.

Para isolamento do fator agua, o trabalho em casa de vegetagao é essencial,
apesar de diminuir a insolagcdo, o vento e distanciar das condi¢gdes reais de campo.
Em ambiente aberto mesmo em periodos secos do ano, o proprio orvalho interfere
nos momentos de avaliagdes fisiologicas.

Para estudos de fenotipagem para tolerdncia a seca em eucalipto, a
condutancia estomatica, potencial hidrico foliar, conteudo relativo de agua, danos ao
sistema de membranas e relacio raiz/parte aérea sao caracteristicas importantes e
que devem ser avaliadas, podendo indicar ndo apenas a intensidade do estresse
como também diferengas entre gendtipos. Outras caracteristicas para fenotipagem
em estudos de deficiéncia hidrica, que nao foram tratadas neste estudo, a exemplo
da determinagdo de espécies reativas de oxigénio, relacionadas ao metabolismo

secundario das plantas merecem atencdo em novos estudos.
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