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Efeito do etil-trinexapac no metabolismo primario do eucalipto em condi¢oées

de deficiéncia hidrica

RESUMO - Plantas de eucalipto sao sensiveis as interferéncias impostas
por fatores estressantes durante seu crescimento inicial, sendo a deficiéncia hidrica
0 mais comum dentre eles. Estudos anteriores relataram que o etil-trinexapac pode
ocasionar efeito positivo ao crescimento de mudas de eucalipto, mas nao existem
trabalhos que provaram a ocorréncia de hormese para este composto. A hormese €
um efeito estimulatorio ocasionado pela aplicagcdo de baixas doses de um produto
quimico que seria toxico em elevadas quantidades. Com isso, 0 objetivo foi verificar
o possivel efeito hormético do etil-trinexapac em mudas de Eucalyptus urograndis
(Clone 1407), em condi¢des normais e com deficiéncia hidrica, e seus efeitos no
metabolismo primario do eucalipto. Para isso, dois experimentos foram conduzidos
em condi¢cdes semicontroladas, em vasos de 25 L e 15 L, durante 90 e 81 dias apos
o plantio (DAP) do eucalipto, respectivamente para os experimentos 1 e 2. O
primeiro experimento consistiu da aplicagao de oito doses de etil-trinexapac, a saber:
0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 300 g i.a. ha’,e duas condi¢des hidricas (condigdo
normal e sob deficiéncia hidrica, mantidas em 40% da capacidade de campo), em
oito repetigdes. A aplicagao do produto ocorreu um dia antes do plantio do eucalipto.
Foram realizadas avaliagcbes de trocas gasosas, eficiéncia quantica do fotossistema
Il (F\/Fny) e teor relativo de clorofila total dos 9 aos 15 DAP. Quinzenalmente, foram
feitas avaliagdes de altura e didametro do eucalipto. Ao final do periodo experimental
(90 DAP), foi determinada a area foliar do eucalipto, seguido das massas secas de
folnas e caules. O segundo experimento foi conduzido em seis repetigdes, nos
mesmos locais e condi¢des do primeiro experimento, com as doses estabelecidas
pelos resultados encontrados; foram elas: 0, 90 e 150 g i.a. ha™. Foram realizadas
avaliagdes destrutivas (juntamente com a coleta dos materiais para as analises de
metabolismo primario) aos 8, 14, 21, 42 e 81 DAP. As avaliacbes destrutivas
consistiram da mensuragao da altura, diametro, area foliar e massas secas de folhas
e caules. Dos 02 aos 06 DAP, foram realizadas avaliagdes de trocas gasosas, F./Fn,
e do teor relativo de clorofila total nos horarios: 9:00; 11:00; 13:00; 15:00; e 17:00.

Em ambos os experimentos, os dados foram submetidos a analise de variancia pelo



teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade, bem como submetidos a andlise de regressdo. Para a analise de
compostos do metabolismo primario, os materiais vegetais foram preparados em
extratos para isolamento e confeccdo do perfil dos metabolitos, e as fragdes
coletadas foram analisadas por Ressonancia Magnética Nuclear de *H. Os dados
coletados foram submetidos a analise de componentes principais. O etil-trinexapac
ocasionou efeito estimulatério nas mudas de eucalipto, sendo a dose de 150 g i.a.
ha aquela que proporcionou maior crescimento as plantas. Apesar disso, este
produto ndo proporcionou a hormesis completa no eucalipto (i.e., o efeito bifasico,
sendo estimulatorio em baixas doses, seguido de efeito deletério em altas doses),
ndo sendo téxico as plantas até a dose de 300 g i.a. ha™. A restricdo hidrica foi
condicao foi condigdo limitante ao crescimento do eucalipto, assim, as plantas
nessas condicbes ndo sofreram efeito estimulatorio do etil-trinexapac. O etil-
trinexapac ocasionou alteragdes no metabolismo primario das plantas de eucalipto
cultivadas sem restricao hidrica, possivelmente resultando em uma maior produgao
de carboidratos. No entanto, mais pesquisas que objetivem estudar os efeitos deste
regulador de crescimento vegetal na cultura do eucalipto devem ser realizadas,
principalmente trabalhos que avaliem as alteragdes hormonais nas plantas.

Palavras-chave: Eucalyptus urograndis, regulador de crescimento vegetal,

hormesis, giberelina, estresse abidtico, fisiologia do eucalipto.
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Trinexapac-ethyl effect on eucalyptus primary metabolism under drought

stress conditions

ABSTRACT - Eucalyptus plants are sensitive to interference imposed by
stress factors during their initial growth, with water deficit being the most common
among them. Previous studies reported that trinexapac-ethyl can have a positive
effect on the growth of eucalyptus seedlings, but there are no studies that have
proven the occurrence of hormesis for this chemical compound. Hormesis is a
stimulatory effect caused by the application of low doses of a chemical that would be
toxic in high amounts. Thus, the objective of this study was to verify the possible
hormetic effect of trinexapac-ethyl on Eucalyptus urograndis (Clone 1407) seedlings,
under normal conditions and with water deficit, and its effects on the primary
metabolism of eucalyptus plants. For this, two experiments were conducted under
semi-controlled conditions, in 25 L and 15 L pots, for 90 and 81 days after planting
(DAP) of eucalyptus, respectively for experiments 1 and 2. The first experiment
consisted of the application of eight doses of trinexapac-ethyl, namely: 0, 15, 30, 60,
90, 120, 150 and 300 g a.i. ha, and two water conditions (normal condition and
under water deficit, maintained at 40% of field capacity) in eight repetitions.
Trinexapac-ethyl was sprayed one day before eucalyptus planting. Evaluations of
gas exchange, photosystem Il quantum efficiency (F./Fn) and total relative
chlorophyll content from 9 to 15 DAP were carried out. Every two weeks, eucalyptus
height and stem diameter assessments were carried out. At the end of the
experimental period (90 DAP), the eucalyptus leaf area was determined, followed by
the dry mass of leaves and stems. The second experiment was carried out in six
replications, in the same places and conditions as the first experiment, with the doses
established by the results found; they were: 0, 90 and 150 g a.i. ha™. Destructive
assessments were performed (along with the collection of materials for primary
metabolism analyses) at 8, 14, 21, 42 and 81 DAP. Destructive evaluations consisted
of measuring height, diameter, leaf area and dry mass of leaves and stems. From 02
to 06 DAP, evaluations of gas exchange, F,/F, and the total relative chlorophyll
content were carried out at the following times: 9:00 am; 11:00 am; 1:00 pm; 3:00

pm; and 5:00 pm. In both experiments, the data were submitted to analysis of
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variance by the F test and the means were compared by the Tukey test at the 5%
probability level, as well as submitted to regression analysis. For the analysis of
compounds from primary metabolism, plant materials were prepared in extracts for
isolation and profiling of metabolites, and the collected fractions were analyzed by *H
Nuclear Magnetic Resonance. The collected data were subjected to principal
component analysis. Trinexapac-ethyl had a stimulatory effect on eucalyptus
seedlings, and the dose of 150 g a.. ha™ provided greater plant growth.
Nevertheless, this product did not provide complete hormesis in eucalyptus (i.e., the
biphasic effect, being stimulatory at low doses, followed by deleterious effect at high
doses), thus, not being toxic to plants at doses up to 300 g a.i. ha™. Water restriction
was a limiting condition for eucalyptus growth, thus, plants under these conditions did
not suffer a stimulatory effect of trinexapac-ethyl. Trinexapac-ethyl caused alterations
in the primary metabolism of plants cultivated without water restriction, possibly
resulting in a greater production of carbohydrates. However, more researches aiming
to study the effects of this plant growth regulator in the eucalyptus crop must be
carried out, mainly works that evaluate the hormonal alterations in the plants.

Keywords: Eucalyptus urograndis, plant growth regulator, hormesis, gibberellin,

abiotic stress, eucalyptus physiology
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1. INTRODUGAO

O eucalipto € a cultura mais importante do setor florestal brasileiro, o qual
apresenta importante relevancia na economia do Pais, com representacao de 1,2%
do PIB nacional e geracdo de 3,75 milhées de empregos diretos e indiretos (IBA,
2020).

Devido aos programas de melhoramento genético, bem como do
desenvolvimento de estratégias de manejo mais eficientes (Stape et al., 2004), as
florestas de eucalipto do Brasil se tornaram as mais produtivas do mundo, atingindo,
em 2019, 35,3 m® ha™ ano™, em mais de 6,97 milhdes de hectares plantados, tendo
sua matéria prima destinada principalmente a produgao de energia, papel, celulose e
construcéo civil (IBA, 2020).

A fase de crescimento inicial do eucalipto (periodo que compreende o
primeiro ano apdés o plantio da cultura no campo) é o momento em que as plantas
estdo mais suscetiveis a interferéncias impostas por fatores estressantes (Nambiar e
Sands, 1993; Garau et al., 2008), sendo a deficiéncia hidrica a mais importante
dentre eles, podendo ocasionar perdas de até 47% na matéria seca das folhas e
44% na matéria seca do caule (Correia et al., 2014).

Devido a expansao da eucaliptocultura pelas mais diversas regides do Brasil
(ABRAF, 2013), na qual muitas delas apresentam sistemas com baixa
disponibilidade hidrica, sdo necessarios estudos que busquem maneiras de
auxiliarem as mudas de eucalipto a superarem os periodos estressantes. Assim, a
aplicacao de etil-trinexapac pode ser uma opgao viavel, uma vez que a pulverizagao
deste produto proporciona ganhos de até 70% ao desenvolvimento inicial do
eucalipto em condi¢gées normais (Pires et al., 2013, 2019; Correia e Villela, 2015;
Bacha et al., 2017).

Esse efeito positivo, resultante da aplicacdo de baixas doses de produtos
quimicos, faz parte do fendmeno hormético (ou hormesis). Por definicdo, hormesis é
caracterizado como sendo um efeito estimulatério ocasionado pela aplicagdo de
baixas doses de um produto quimico que seria toxico em altas quantidades
(Calabrese e Baldwin, 2002). Este conceito foi introduzido por Southam e Ehrlich
(1943) e ja foi provada sua ocorréncia para diversas espécies vegetais, incluindo

arbdreas, como eucalipto, pinus e café, sendo o glyphosate o produto mais estudado
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para esse fim (Duke et al., 2006; Carbonari et al., 2007; Cedergreen et al., 2007;
Velini et al., 2008; Velini et al., 2010; Carvalho et al., 2013; Pereira et al., 2013; Brito
et al., 2017).

O etil-trinexapac € um regulador de crescimento vegetal, pertencente ao
grupo quimico das acilciclohexanedionas, frequentemente utilizado como maturador
na cultura da cana-de-agucar e redutor de crescimento em cereais de inverno, e que
atua nas fases finais da biossintese da giberelina (Rademacher, 2000; Hedden e
Sponsel, 2015). Em nivel molecular, o etil-trinexapac atua reduzindo a conversao de
GAyo para GA; (uma das principais giberelinas ativas), devido a competigdo entre o
maturar e o 2-oxogluterato pelo cosubstrato Fe*?/ascorbato dependente dioxigenase,
0 que resulta na inibicdo da hidroxilagdo na posigdo 38 da molécula (Adams et al.,
1992; Hedden, 2016). No entanto, paradoxalmente, este produto também inibe a
hidroxilagdo na posicao 28, fazendo com que as giberelinas GA; ja presentes na
planta, ndo sejam convertidas em GAg, uma conformacdo bioinativa da molécula
(Griggs et al., 1991; Hisamatsu et al., 1998; Rademacher, 2016). Assim, & provavel
gue esta seja a causa do aumento do crescimento do eucalipto observado em
trabalhos anteriores (Pires et al., 2013, 2019; Correia e Villela, 2015; Bacha et al.,
2017). No entanto, mais trabalhos devem ser realizados de maneira a confirmar tal
hipétese. Além disso, aventa-se a possibilidade de que esta resposta ocasione um
desbalango hormonal na planta, provocando um efeito sinérgico entre os hormdnios,
ocasionando o efeito positivo anteriormente relatado.

Com isso, a luz de resultados positivos anteriormente obtidos em condi¢des
sem estresse, pelo nosso grupo de pesquisa, estudos que busquem investigar o
efeito da aplicagdo de etil-trinexapac em mudas de eucalipto sob condi¢gdes de
deficiéncia hidrica podem fornecer informagdes importantes para o aprimoramento
dos cultivos em regides com baixa disponibilidade hidrica no solo, proporcionando,
assim, aumentos de produtividade, além da viabilidade da implantagcdo de
eucaliptais.

Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar o possivel efeito hormético
bifasico de etil-trinexapac em mudas de Eucalyptus urograndis (Clone 1407), em
condigdes normais e de deficiéncia hidrica. Também foi estabelecida a dose que

proporciona o maior efeito positivo as mudas de eucalipto nas condi¢cdes de cultivo
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anteriormente citadas, bem como delimitar a maior dose na qual o etil-trinexapac
nao proporciona efeito deletério a cultura (que proporciona crescimento semelhante
a testemunha). Além disso, também foi investigado, através de técnicas de
metabolémica, os efeitos das doses no metabolismo primario do eucalipto nas

condi¢bes propostas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do eucalipto no Brasil
O género Eucalyptus é pertencente a familia Myrtaceae, no qual estao

inclusas mais de 1.200 espécies (THE PLANT LIST, 2017). A maior parte delas tem
sua origem na Australia, mas algumas sado procedentes de outros paises ao norte
dessa regido, como Indonésia, Papua-Nova Guiné e Filipinas (Eldridge et al., 1994).

O setor florestal destaca-se no agronegdcio brasileiro e gera, no pais, cerca
de 3,75 milhdes de empregos diretos e indiretos, com representacéo de 1,2% do PIB
nacional (IBA, 2020). Com a maior produtividade de eucalipto do mundo (35,3 m® ha’
! ano™), o Brasil apresentou, em 2019, uma éarea plantada de 6,97 milhdes de
hectares, sendo a regido sudeste responsavel por 48% do total da producédo da
cultura (IBA, 2020).

As espécies de eucalipto plantadas no Brasil apresentam diversas finalidades,
como producdo de carvao vegetal, papel e celulose, construgdo civil, oleos
essenciais, sendo também utilizadas nas industrias quimica e farmacéutica.
Segundo Gonzalez (2002), o que possibilita os mais diversos usos dos produtos das
florestas plantas sao a alta produtividade e adaptabilidade das espécies utilizadas,
bem como de suas caracteristicas fisico-mecanicas. Com isso, cada vez mais o
setor florestal vem ocupando lugar de destaque frente a outros seguimentos
industriais.

As principais espécies utilizadas em plantios de eucalipto no Brasil sao:
Eucalyptus grandis, E. urophylla, E. saligna e E. urograndis. Dentre essas, E.
urograndis tem se destacado em plantagdes comerciais, devido a grande
capacidade de rebrota, 6timo vigor e resisténcia ao cancro (Moura, 2004; Rocha et

al., 2006). Com isso, diversos clones ganharam visibilidade no setor, pois
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apresentam alta qualidade nas caracteristicas da madeira e homogeneidade nos
plantios clonais em larga escala (Correia et al., 1995).

No entanto, deve-se ressaltar que os primeiros meses apos o plantio das
mudas no campo, periodo que compreende a fase de crescimento inicial do
eucalipto, € o momento em que as plantagdes se encontram mais suscetiveis as
interferéncias impostas por fatores estressantes, tanto bioticos quanto abidticos
(como a deficiéncia hidrica), podendo resultar em decréscimo de até 73% na area
foliar e 50% na matéria seca total (Shvaleva et al., 2006). Assim, estudos que
busquem maneiras de proporcionar ganhos ao eucalipto na fase de crescimento
inicial (com a aplicagdo de etil-trinexapac, por exemplo), podem fornecer
informacgdes importantes de maneira a reduzir o efeito negativo de tais fatores

estressantes na produtividade.

2.2. Deficiéncia hidrica no eucalipto
Tanto fatores bidticos (competi¢cdo, herbivoria) quanto abiéticos (tais como pH

do solo, disponibilidade de agua, nutrientes e Iluminosidade), podem afetar
diretamente o crescimento das culturas florestais e seus subprodutos (Pitelli e
Marchi, 1991).

Dentre os fatores ambientais que podem limitar a produgdao dos sistemas
agricolas e florestais, a agua figura-se como o mais importante entre eles, uma vez
que afeta diretamente o metabolismo da planta, causando grandes perdas de
produtividade (Flexas et al., 2002). Ainda, € importante ressaltar que, conforme
observado por diversos autores, os sintomas ocasionados pela deficiéncia hidrica
sdo mais drasticos na fase de crescimento inicial do eucalipto (Silva et al., 2004,
Susiluoto e Berninger, 2007; Correia et al., 2014).

Tal interferéncia se da pelo fato de as moléculas de agua agirem como
doadores de elétrons para o processo fotossintético e, como consequéncia,
possuem influéncia direta na produgéo de ATP, uma vez que os prétons H” liberados
no interior do tilacoide séo utilizados pela bomba ATP-sintase. Além disso, afetam
diretamente a atividade da Rubisco e da regeneragdo da RuBP (Lawlor, 2002; Parry
et al., 2002).
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Em estudo com diferentes clones de eucalipto sob deficiéncia hidrica, Vellini
et al. (2008) observaram que os clones apresentaram redugdes nas caracteristicas
avaliadas na medida em que houve diminuigdo na frequéncia da irrigagao, as quais
foram realizadas diariamente (controle), a cada dois, quatro ou seis dias. Na mesma
linha de pesquisa, Gongalves e Passos (2000) relataram que todos os parametros
de crescimento de cinco clones de eucalipto reduziram de acordo com o aumento
das deficiéncias hidrica e nutricional do solo, sendo o E. urophylla 0 menos afetado
pela condi¢cao estressante, apresentando os maiores valores para diametro do caule,
enquanto E. cloeziana foi a espécie que apresentou maiores redugbes em altura,
didmetro e massa seca total.

Outras respostas fisioldgicas caracteristica de baixa disponibilidade de agua
no solo e que também apresentam influéncia direta na fotossintese sédo o
fechamento estomatico e a reducdo da taxa de assimilacdo liquida de CO,. O
fechamento dos estdbmatos tem por finalidade evitar a perda de agua por
transpiracéo, e é resultado de uma complexa rede de sinalizagdo, cujo horménio
acido abscisico (ABA) apresenta fungcado primordial nesse processo (Zhang et al.,
2006; Jiang e Hartung, 2008), sendo reportado em estudos anteriores com plantas
de eucalipto em condi¢des de deficiéncia hidrica (Granda et al., 2011; Correia et al.,
2014, 2018). Em relagéo a taxa de fixagcdo de carbono, diversos autores ressaltam
que a reducao desta caracteristica ndo estda somente relacionada ao fechamento
estomatico, mas também na redugdo da conduténcia do CO, no mesofilo foliar, na
qual as aquaporinas parecem estar envolvidas, principalmente em condigdes de
déficit hidrico (Hanba et al., 2004; Flexas et al., 2006; Flexas et al., 2008; Miyazawa
et al., 2008).

Além destes, outros processos fisioldgicos também sao afetados pela baixa
disponibilidade hidrica, pois as propriedades das moléculas de agua influenciam
diretamente outros constituintes celulares, como os acidos nucleicos, as estruturas

das proteinas e as membranas das células (Taiz e Zeiger, 2013).

2.3. Efeito hormético ou hormesis
Alguns produtos quimicos, que possuem caracteristicas similares a horménios

vegetais, vém ganhando destaque no cultivo de diversas culturas, especialmente
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naquelas de alto valor econdmico, como é o caso do eucalipto. Esses produtos
atuam alterando os processos bioquimicos, fisiolégicos e morfolégicos nas
estruturas celulares das plantas, podendo ocasionar promog¢do ou inibicdo das
caracteristicas avaliadas. Tais produtos quimicos, que foram, em sua maioria,
introduzidos no mercado como herbicidas ou maturadores, quando aplicados em
subdoses, podem auxiliar no crescimento e desenvolvimento das plantas.

Esse efeito positivo, resultante da aplicagcdo de baixas doses de produtos
quimicos, faz parte do fendbmeno hormético (ou hormesis). Por definicdo, hormesis é
caracterizado como sendo um efeito estimulatério ocasionado pela aplicacdo de
baixas doses de um produto quimico que seria toxico em altas quantidades
(Calabrese e Baldwin, 2002). Este conceito foi introduzido por Southam e Ehrlich
(1943) e ja foi provada sua ocorréncia para diversas espécies vegetais, incluindo
arboreas, como eucalipto, pinus e café, sendo o glyphosate o produto mais estudado
para esse fim (Duke et al., 2006; Carbonari et al., 2007; Cedergreen et al., 2007,
Velini et al., 2008; Velini et al., 2010; Carvalho et al., 2013; Pereira et al., 2013; Brito
et al., 2017).

Pereira et al. (2013) observaram que a aplicacdo de 18 g e.a. ha' de
glyphosate ocasionou acréscimo de 34% na area foliar e 22% na matéria seca do
caule de mudas de E. urograndis aos 42 dias ap6s a aplicagdao. Na mesma linha,
Carbonari et al. (2007) observaram que a aplicagao de baixas doses de glyphosate
(entre 3,6 e 7,2 g e.a ha') ocasionou estimulo no crescimento do eucalipto,
aumentando a biomassa e area foliar das plantas. Ja no trabalho de Velini et al.
(2008), foram observados aumentos de até 70% na matéria seca total de E. grandis,
em resposta a aplicagdo de doses menores que 10 g e.a. ha™, aos 60 dias apds a
aplicagado do glyphosate. Uma das possiveis causas do aumento do crescimento
observado nos trabalhos anteriores esta relacionada ao sitio de agdo molecular do
glyphosate, uma vez que o efeito ndo foi observado em plantas resistentes, e
também devido ao fato de que os niveis de shikimato aumentaram em plantas que
obtiveram o efeito positivo no crescimento (Velini et al., 2008).

Em relagcdo ao etil-trinexapac, diversos estudos provaram o efeito
estimulatorio deste regulador de crescimento vegetal no eucalipto (Pires et al., 2013,
2019; Correia e Villela, 2015; Bacha et al., 2017, 2018). No entanto, ainda n&o
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existem trabalhos na literatura que comprovem a resposta hormética (no qual ha um
efeito positivo de baixas doses, seguido do efeito negativo de doses elevadas, i.e.,
uma resposta bifasica) proveniente da aplicagao de etil-trinexapac, sendo este um
campo a ser estudado.

Aplicando 20 g i.a. ha™ de etil-trinexapac em mudas de E. urograndis, Pires et
al. (2013) encontraram aumentos de 20% em area foliar e 15% na massa seca das
folhas, aos 42 dias apds a aplicagao do produto. Ja Bacha et al. (2017), trabalhando
com doses de 30 e 60 g i.a. ha™*, observaram acréscimos de 70% nas massas secas
das folhas e total, aos 90 dias apds a aplicagdo do produto em mudas de E.
urograndis (clone 1407). Os autores ainda observaram que o produto tardou 60 dias
até a resposta positiva ser observada na altura e no didmetro do caule do eucalipto,
resposta esta que deve estar relacionada a um desbalango hormonal que o produto
causou na planta, sendo possivel, inclusive, a ocorréncia de um efeito sinérgico
entre diferentes hormoénios. Vale ressaltar, ainda, que em ambos os trabalhos
anteriormente citados, os autores fizeram a aplicagdo nas mudas antes do plantio.

De outra maneira, Correia e Villela (2015) aplicaram 200 g i.a. ha™ aos 46
dias apds o plantio das mudas de eucalipto no campo e observaram aumento de até
29% no diametro da copa, o que indica que a ocorréncia do efeito positivo também
esta relacionada com a dose aplicada, bem como com o estadio de desenvolvimento
das plantas, no qual plantas mais velhas necessitam de maiores doses do mesmo
produto, em comparacgao as plantas mais jovens.

Este fendmeno pode ser observado no trabalho de Velini et al. (2008). Em
estudo com Commelina benghalensis, os autores observaram que plantas com duas
folhas expandidas obtiveram maxima resposta hormética (crescimento 98% maior
gue o da testemunha) com uma dose cinco vezes menor que a usada em plantas
com quatro folhas expandidas.

Ainda, Belz e Duke (2014) ressaltam que a ocorréncia, ou ndo, do efeito
hormético esta relacionada a diversos fatores intrinsecos e extrinsecos ao
desenvolvimento da planta, como por exemplo: condi¢des ambientais no momento e
apo6s a aplicagao do produto quimico (Belz e Cedergreen, 2010); clone ou cultivar
testado (McDonald et al., 2001; Bacha et al., 2017); estadio de desenvolvimento da
planta (Carvalho et al., 2013); e o ponto final de avaliagdo (Cedergreen et al., 2009),
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ou seja, o periodo entre a aplicagado e a verificagcdo do fenbmeno hormético. Por
isso, a informagao de que o etil-trinexapac tarda cerca de 60 dias para expressar 0
efeito positivo no eucalipto, o qual pode ser observado no trabalho de Bacha et al.
(2017), € uma importante informagao para estudos futuros que busquem desvendar
as causas do efeito estimulatorio ocasionado pela aplicagao do etil-trinexapac. Com
iIsso, busca-se a possibilidade de aplicar tais conhecimentos no campo, de maneira

a aumentar a produtividade das plantag¢des de eucalipto em um futuro préximo.

2.4. Sobre o etil-trinexapac
O etil-trinexapac, o qual é conhecido comercialmente como Moddus®, é um

regulador de crescimento vegetal, classificado como moderadamente toxico (classe
toxicolégica 1ll). O Moddus® se apresenta na formulagdo de concentrado
emulsionavel e € composto por 75% de ingredientes inertes e adjuvantes, e 25% do
principio ativo etil-trinexapac. Comercialmente, este produto é recomendado para
diversas culturas monocotiledéneas. Na cana-de-agucar, a aplicagdo de etil-
trinexapac tem como objetivo acelerar os processos de maturagédo das plantas. Uma
vez que este produto atua inibindo a elongagéo dos entrends, ele é também utilizado
como redutor de crescimento em culturas de inverno, evitando o acamamento
recorrente nessas culturas (Caldas et al., 2009; Nascimento et al.,, 2009;
Rademacher, 2015; Moddus, 2021).

O produto etil-trinexapac é uma acilciclohexanediona que mimetiza a estrutura
quimica do acido 2-oxogluterato (Figura 1). A principal atividade deste produto
quimico se da pela redugdo dos niveis de giberelinas ativas na planta
(principalmente GA;), uma vez que ele interfere nas fases finais da biossintese deste
hormonio (Adams et al., 1992; Rademacher, 2000; Hedden e Sponsel, 2015).

OH
Q, 0O

o



20

Figura 1. Estrutura quimica da molécula etil-trinexapac. Retirado de Rademacher
(2000).

Em um primeiro momento, o etil-trinexapac atua inibindo a enzima GAyy 33-
hydroxylase, bloqueando a conversdo de GAy (giberelina inativa) em GA;
(geberelina biologicamente ativa) (Figura 2). Isso ocorre devido a competigdo entre o
maturador e o 2-oxogluterato pelo cossubstrato Fe*?/ascorbato-dependente
dioxigenase (Adams et al., 1992; Hedden, 2016).

Rademacher (2016) aponta que, em alguns casos, pode haver um efeito
paradoxal do etil-trinexapac nas plantas, uma vez que é esperado um efeito deletério
do produto devido a inativacdo da conversdo de GA em GA;. No entanto, foi
provado que, além de prevenir a hidroxilagdo na posicdo 38, para a formacao de
GA;: (Adams et al., 1992), o etil-trinexapac também inibe a hidroxilagdo na posi¢cao
2B (Griggs et al., 1991). Isso evita que as giberelinas GA; ja presentes na planta
sejam transformadas em GAg (Hisamatsu et al., 1998), outra forma inativa deste
composto. Com isso, € possivel que a maior permanéncia das giberelinas ativas
(GA;) ja existentes na planta, seja uma das causas dos efeitos positivos observados
em estudos anteriores (Pires et al., 2013, 2019; Correia e Villela, 2015; Bacha et al.,
2017, 2018). Apesar desta hipotese, nenhum estudo comprovou as causas de tais
efeitos benéficos no eucalipto.

Além disso, outra provavel justificativa se encontra no fato de que a nao
conversédo de GAz, em GA; ocasione um maior acumulo de GAy na planta (Figura
2), o que também pode ocasionar uma superatividade de GA; apds a degradagéo do
produto. Ainda, aventa-se a possibilidade de tal desbalango hormonal ocasionar um
efeito sinérgico entre outros hormoénios, resultando nos efeitos positivos observados
em trabalhos anteriores (Pires et al., 2013, 2019; Correia e Villela, 2015; Bacha et
al., 2017, 2018). Assim, estudos que busquem quantificar hormdnios durante os dias
ap6s a aplicacdo do etil-trinexapac podem proporcionar informacdes importantes
que visem a compreensao deste fenbmeno e, como consequéncia, o entendimento

deste processo pode levar a aumentos de produtividade em um futuro préoximo.
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Figura 2. Conversao de GA,, em GA; por meio da enzima 33-hidroxilase (ADAMS et
al., 1992).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Experimento 1 — Curva dose-resposta
O experimento foi instalado em condigbes semicontroladas (casa de

vegetacao), do Laboratério de Plantas Daninhas (LAPDA), UNESP Jaboticabal/SP,
Brasil. O clima da regiao, segundo classificacdo Kdppen (1948), é do tipo Cwa,
subtropical, seco no inverno, com chuvas de verdo (dados meteorologicos do
periodo experimental na Tabela 1). A altitude do local € de 590 m e as coordenadas
geograficas sao: latitude 21°15’17”’S e longitude 48°19°20”W.

Tabela 1. Dados meteorolégicos durante o periodo experimental. Jaboticabal-SP,

2019.
Més Pressao Tmax Tmin Tmed UR Insolacgao
(2019) (hPa) (°C) (°C) (°C) (%) (h)
Marco 944,0 31,0 20,1 24,5 76,6 213,2
Abril 943,9 30,6 19,0 23,9 73,4 228,2
Maio 945,1 29,1 16,4 21,9 73,6 227,2
Junho 948,6 27,9 13,9 20,3 65,5 255,1
Julho 947,7 27,7 12,2 18,9 59,6 251,8

Pressdo: pressao atmosférica; Tmax: temperatura maxima; Tmin: temperatura
minima; Tmed: temperatura meédia; UR: umidade relativa do ar.

O experimento foi conduzido durante 90 dias apés o plantio (DAP) do
eucalipto em vasos de 25 litros. Foi utilizada como substrato uma mistura de
Latossolo Vermelho Escuro e areia na proporg¢ao de 2:1 (v/v), o qual foi submetido
as analises quimica e fisica de rotina, cujos resultados encontram-se nas Tabelas 2
e 3.
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Tabela 2. Andlise quimica do substrato utilizado nas parcelas experimentais.
Jaboticabal-SP, 2019.

pH M.O. P resina K Ca Mg H+AI SB CTC V %
CaCl, gdm® mgdm? mmol.dm™ °

59 9 9 13 22 5 16 28,3 44 64

Tabela 3. Andlise fisica do substrato utilizado nas parcelas experimentais.
Jaboticabal-SP, 2019.

Areia
Argila Silte Fina Grossa Classe Textural

g Kg

32 11 24 33 Média

As mudas comerciais de eucalipto (Eucalyptus urograndis — Clone 1407)
foram adquiridas junto a Agriflora® e, antecedendo ao plantio, apresentavam, em
média, 32,7 cm de altura, 2,67 mm de didmetro do coleto, 9 folhas, 0,9 g de massa
seca das folhas e 0,55 g de massa seca do caule.

Foi utilizado delineamento experimental de blocos casualizados, com oito
repeticdes, com os tratamentos dispostos em esquema fatorial 2x8, totalizando 128
parcelas experimentais, no qual constituiram os fatores as duas condi¢cdes de
disponibilidade hidrica (com e sem restricdo hidrica) e oito doses de etil-trinexapac
(Moddus®): 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 300 g. As doses foram propostas com base
em trabalhos anteriormente realizados por Pires et al. (2019) e Bacha et al. (2017).
Para a manutencdo das mudas em condicdo de restricado hidrica, o monitoramento
da umidade do substrato foi feito com o sensor Falker® HidroFarm (modelo HFM
2030), considerando valores entre 20-22% para plantas mantidas na auséncia de
restricdo hidrica, e 7-10% (equivalente a uma média de 40% da capacidade de

campo) para plantas mantidas em condigdes de restricao hidrica (Figura 1).
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Figura 1. Variagdo da umidade do solo durante o periodo experimental. Dados
obtidos com o sensor Falker® HidroFarm (modelo HFM 2030).
Jaboticabal-SP, 2019.

Antecedendo o plantio, as mudas de eucalipto, ainda acondicionadas em
tubetes de 50 mL, foram pulverizadas com etil-trinexapac nas doses anteriormente
citadas. Para isso, foi utilizado um pulverizador costal, a presséo constante (CO,),
munido de barra com duas pontas TT 110.02, regulado para gasto de volume de
calda de 200 L ha. Na ocasido da aplicacdo, a qual ocorreu em sala de
pulverizagao, a temperatura e a umidade do ar eram de, respectivamente, 27,3 °C e
71% (Figura 3).

Vinte e quatro horas apés a aplicagado do etil-trinexapac, todas as mudas
foram plantadas nos vasos, 0s quais ja se encontravam com a umidade do solo
controlada, de acordo com cada tratamento.

Com o objetivo de se verificar o efeito do produto nas caracteristicas
fotossintéticas do eucalipto, foram realizadas avaliagbes de teor relativo de clorofila
total, trocas gasosas e eficiéncia quantica do fotossistema Il (FSII). Assim, aos 9, 10,
11, 12, 13, 14 e 15 DAP, sempre as nove horas da manha, foram avaliadas, na
terceira folha totalmente expandida, a taxa de assimilacdo liquida de CO,,

transpiragédo, concentragao de CO, intercelular e condutancia estomatica, com um
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analisador de gas por infravermelho (IRGA, mod. LCpro-SD, ADC BioScientific®).
Para tanto, foram utilizadas condicdes de trabalho de: 19 mmol H,O mol™, 398 ymol
CO, mol?, a taxa de fluxo em 400 umol s™, pressdo atmosférica em 1000 KPa e o
fluxo de fotons fotossinteticamente ativo (quantum) em 1100 umol m? s™. Nessa
mesma folha, também as nove horas da manh&, foram determinados a eficiéncia
quantica do fotossistema Il — Fy/Fp, (fluorimetro, mod. MINI-PAM-II, Walz®), aos 11,
12, 13, 14 e 15 DAP, e o teor relativo de clorofila total (clorofildmetro, mod.
ClorofiLog, Falker®), aos 14, 15, 19, 20, 26, 27 e 28 DAP.

Aos 06, 20, 35, 47, 64, 78 e 90 DAP foram determinados a altura das plantas
(com régua graduada em mm) e o didmetro do caule (utilizando-se paquimetro
digital). Ao final do periodo experimental (90 DAP), as plantas foram cortadas em
sua base e suas folhas destacadas para a determinagao da area foliar (LiCor®, mod.
LI 3100 A). Em seguida, as folhas e os caules foram colocados para secagem em
estufa de circulagéo forcada de ar (70 °C), por 96 horas, para a determinacdo da
massa de matéria seca em balanga eletrénica de precisao.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, e
quando significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade com a utilizacdo do software AgroEstat® (versdo 1.1.0.626;
Barbosa e Maldonado Jr., 2011). Para a confecgdo dos graficos foi utilizado o

software Origin v. 9.0 (Microcal®).

3.2. Experimento 2 — Resposta do eucalipto a trés doses de etil-trinexapac
O experimento foi instalado em casa de vegetagédo do Laboratério de Plantas

Daninhas (LAPDA), no mesmo local do experimento 1 (dados meteorolégicos do

periodo experimental na Tabela 4).
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Tabela 4. Dados meteorolégicos durante o periodo experimental. Jaboticabal-SP,

2019.
Més Presséao Tmax Tmin Tmed UR Insolagao
(2019) (hPa) (°C) (°C) (°C) (%) (h)
Setembro 944.,6 33,5 18,1 25,0 55,2 242.,6
Outubro 942,9 34,5 19,2 26,2 56,2 269,4
Novembro 941,7 31,7 20,1 25,0 70,4 201,2
Dezembro 9421 30,6 20,5 24,8 76,7 169,1

Pressao: pressao atmosférica; Tmax: temperatura maxima; Tmin: temperatura
minima; Tmed: temperatura média; UR: umidade relativa do ar.

O experimento foi conduzido durante 81 dias apdés o plantio (DAP) do
eucalipto em vasos de 15 litros. Foi utilizado como substrato uma mistura de
Latossolo Vermelho Escuro e areia na propor¢ao de 2:1 (v/v), o qual foi submetido

as analises quimica e fisica de rotina (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5. Analise quimica do substrato utilizado nas parcelas experimentais.
Jaboticabal-SP, 2019.

pH M.O. P resina K Ca Mg H+AI SB CTC
-3 -3 3 V %
CaCl, gdm mg dm mmol; dm
5,5 9 11 1,3 17 I 14 25,2 39,7 64

Tabela 6. Andlise fisica do substrato utilizado nas parcelas experimentais.
Jaboticabal-SP, 2019.

Areia
Argila Silte Fina Grossa Classe Textural

g Kg

30 03 35 32 Média

As mudas comerciais de eucalipto (Eucalyptus urograndis — Clone 1407)
foram adquiridas junto a Agriflora® e, antecedendo ao plantio, apresentavam, em
média, 39,5 cm de altura, 3,43 mm de didametro do coleto, 10 folhas, 1,7 g de massa
seca das folhas e 0,87 g de massa seca do caule.

Foi utilizado delineamento experimental em blocos casualizados, com seis
repeticbes, com os tratamentos dispostos em esquema fatorial 2x3, no qual
constituiram os fatores as duas condi¢des de disponibilidade hidrica e as trés doses
do etil-trinexapac selecionadas no primeiro experimento, sdo elas: 0, 90, 150 g i.a.
ha™ (Moddus®). Para a manutengao das mudas em condi¢cado de restricdo hidrica, o

monitoramento da umidade do substrato foi feito com o sensor Falker® HidroFarm
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(modelo HFM 2030), considerando valores entre 22-24% para plantas mantidas na
auséncia de restricdo hidrica, e 6-9% (equivalente a uma média de 30% da
capacidade de campo, adaptado do primeiro experimento) para plantas mantidas em
condigbes de restricao hidrica (Figuras 2).

Cada vaso, com uma planta de eucalipto, foi considerado uma parcela
experimental, totalizando 180 parcelas (36 parcelas para cada época de avaliagao

destrutiva, seguida de coleta dos materiais para as analises laboratoriais).
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Figura 2. Variagcdo da umidade do solo durante o periodo experimental. Dados
obtidos com o sensor Falker® HidroFarm (modelo HFM 2030).
Jaboticabal-SP, 2019.

Antecedendo o plantio, as mudas de eucalipto, ainda acondicionadas em
tubetes de 50 mL, foram pulverizadas com etil-trinexapac nas doses anteriormente
citadas. Para isso, foi utilizado um pulverizador costal, a pressao constante (CO,),
munido de barra com duas pontas TT 110.02, regulado para gasto de volume de
calda de 200 L ha'. Na ocasido da aplicacdo, a qual ocorreu em sala de
pulverizagao, a temperatura e a umidade do ar eram de, respectivamente, 24,1 °C e
62%.
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Vinte e quatro horas apds a aplicagdo do etil-trinexapac, todas as mudas
foram plantadas nos vasos, os quais ja se encontravam com a umidade do solo
controlada, de acordo com cada tratamento.

Aos 02, 03, 04, 05 e 06 DAP, as 9:00; 11:00; 13:00; 15:00; e 17:00 horas, na
terceira folha totalmente expandida, foram realizadas avaliagbes de eficiéncia
quantica do fotossistema Il (F\/Fn - fluorimetro, mod. MINI-PAM-II, Walz®), taxa de
assimilagao liquida de CO,, taxa de transpiragao, concentragao de CO; intercelular e
condutancia estomatica, com um analisador de gas por infravermelho (IRGA mod.
LI-6400, Li-Cor®). Para tanto, foram utilizadas condicées de trabalho de: 19 mmol
H,O mol™, 398 umol CO, mol™?, a taxa de fluxo em 300 umol s™, pressao atmosférica
em 1000 KPa e o fluxo de fotons fotossinteticamente ativo (quantum) variou entre
200 e 1500 pymol m? s, de acordo com o horario da medicéo. Nesses mesmos dias,
também foi determinado o teor relativo de clorofila total (Clorofildmetro, mod.
ClorofiLOG, Falker®).

Foram realizadas avaliagbes destrutivas (juntamente com a coleta dos
materiais para as analises de metabolémica) aos 8, 14, 21, 42 e 81 DAP. Para tanto,
o0 material vegetal coletado (terceira folha totalmente expandida) foi imediatamente
congelado em nitrogénio liquido, macerado (para obter particulas <60 um),
liofilizado, pesado e armazenado a -80 °C para as analises de metabolismo primario.

ApOs as coletas, as avaliagdes destrutivas seguiram da seguinte maneira: as
plantas foram cortadas em sua base e suas folhas destacadas para a determinacao
da area foliar (LiCor®, mod. LI 3100 A). Em seguida, folhas e caules foram
submetidos a secagem em estufa de circulagéo forgada de ar (70 °C), por 96 horas,
para a determinacdo da massa de matéria seca em balanga eletrénica de precisao.

Aos 62 e 64 DAP, todos os vasos foram adubados com 60 mL de solucéo de
ureia a 0,5%, seguido de 400 mL de agua extra, para os vasos que se encontravam
sob restricao hidrica. Aos 65 DAP, todos os vasos receberam 100 mL de solucéo
nutritiva completa de Hoagland e Arnon (1950).

Aos 03, 16, 31, 44, 56, 65 e 81 DAP, foram determinadas a altura das plantas
(com régua graduada em mm) e o didmetro do caule (utilizando-se paquimetro

digital). Ao final do periodo experimental (81 DAP), as plantas foram cortadas em
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sua base e submetidas ao processo de mensuracdo de area foliar e massa de
matéria seca, anteriormente descritos.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F, e
quando significativos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade com a utilizacdo do software AgroEstat® (versdo 1.1.0.626;
Barbosa e Maldonado Jr., 2011). Para a confec¢gdo dos graficos foi utilizado o

software Origin v. 9.0 (Microcal®).

3.3. Analise de compostos do metabolismo primario
Preparacgao dos extratos

A preparagado dos extratos para isolamento dos metabolitos foi realizada a
partir de 50 mg de folhas de eucalipto coletadas aos 8, 14, 21, 42 e 81 DAP, apés
congelamento em nitrogénio liquido, maceragao e liofilizagdo, segundo metodologia
proposta por Kim et al. (2010).

ApoOs armazenamento do material vegetal em eppendorfs de 2 mL, foi
preparada solugédo tampao, adicionando 1,232 g de KH,PO,4 + 10 mg de TSP-d, (sal
de sodio do acido trimetilsililpropionico, Sigma-Aldrich®), em 100 mL de agua
deuterada (D,O — éxido de deutério, Sigma-Aldrich®). O pH da solugao foi corrigido
para 5,94 com a adigdo de 14 gotas de NaOH 1,0 M.

Para a preparacao dos extratos para a analise do perfil dos metabdlitos, foram
adicionados aos eppendorfs 750 uyL de solugdo tampédo, seguido de 750 uL de
Metanol—d, (CDsOD) 99,8% (Cambridge Isotope Laboratories Inc.®). Os contetidos
dos tubos foram misturados utilizando um agitador de tubos Vortex Phoenix® durante
30 segundos e as amostras foram deixadas em banho de ultrassom por 20 min
(Unique®, mod. Ultra Cleaner 1600) em temperatura ambiente (~25 °C). Em seguida,
os residuos vegetais contidos nos eppendorfs foram sedimentados com a utilizagao
de uma centrifuga de bancada (Novatecnica®, mod. NT816), que trabalhou durante
25 minutos, em 14.000 rotagbes por minuto (RPM), também a 25 °C. O
sobrenadante (1400 wL) foi transferido para tubos de eppendorf de 2 mL e
armazenados em freezer (-20 °C) durante 10 dias. Apds esse periodo, 800 uL dos
extratos foram transferidos os tubos de RMN de 5 mm, previamente identificados,

para posterior analise de ressonancia magnética nuclear). Outra aliquota de
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sobrenadante (100 L) foi recolhida para as amostras de controle de qualidade (QC-
sample), de acordo com metodologia proposta por Kim et al. (2010).

A preparacao dos extratos foi realizada no Laboratério de Fisiologia Vegetal
da FCAV/UNESP - Jaboticabal-SP, em quatro repeticbes, e levadas até a
EMBRAPA Instrumentagdo, em S&o Carlos-SP, para a realizacdo das analises de

compostos do metabolismo primario via ressonancia magnética nuclear.

Experimentos de *H-RMN e 2D-RMN

Todos os experimentos de RMN foram realizados a 298 K em um
espectrdbmetro de RMN AVANCE Il HD 600 (Bruker® Corporation, Billerica,
Massachusetts, USA) operando a 14,1 T, observando 'H e *C a 600,13 e 150,90
MHz, respectivamente (Figura 4.3). O espectrdmetro foi equipado com uma sonda
de deteccao multinuclear de 5 mm com z-gradient. A amostra de controle de
qualidade (QC-sample) foi usada para calibrar o correto comprimento de pulso de
90°, para determinar o deslocamento do sinal de agua para a supressao de agua e
para monitorar a aquisicdo periodicamente. Os espectros de *H-RMN (256
transientes e 32 K data points) foram adquiridos com a utilizagdo do software ICON
para automacgcao de parametros de aquisicdo, usando sequéncia de pulso 1D
NOESY-presat (noesyprld) em uma largura espectral de ~20ppm e RG de 64. Para
a aquisicdo de espectros 1D NOESY-presat, 0,73 Hz/ponto foi usada, com um
tempo de aquisigdo (AQ) de 1,36 s, largura de pulso de 90° (PW) de 11,5 us, um
tempo de mistura de 100 ms e "relaxation delay” de 2 s. Experimentos de correlagéo
de RMN de 'H-C de uma ligagdo (HSQC) e de longo alcance (HMBC) foram
otimizados para constantes de acoplamento médios Jic) € I de 140 e 8 Hz,
respectivamente. Os espectros foram processados usando o software TopSpin 3.5.
Todos os desvios quimicos de *H e **C NMR foram observados em ppm em relagao
ao sinal TSP a 0,00 ppm como uma referéncia interna e um alargamento de linha
exponencial de 0,3 Hz foi aplicado. Apds a transformacao de Fourier, 0os espectros
foram faseados manualmente (zero e primeira fase) e a linha de base foi corrigida.
Os metabolitos serdao atribuidos com base nos deslocamentos quimicos,

multiplicidades de sinal, integrais e literatura.
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Anadlise estatistica

A analise multivariada dos espectros de 119 '"H-RMN foi conduzida usando o
software SIMCA 14.1. Quatro replicatas técnicas de um pool de plantas colhidas aos
8, 14, 21, 42 e 81 DAP foram utilizadas. As amostras foram carregadas
aleatoriamente no espectrobmetro de RMN e oito espectros de amostra de controle
de qualidade (QC-sample) foram adquiridos e incluidos no conjunto de dados para
verificar a reprodutibilidade. Para o pré-tratamento, baldes retangulares simples de
0,04 ppm foram calculados com o software AMIX usando o modo de integragao
especial e escalonando para a intensidade total. A analise incluiu as regides entre -
0,01 e 10,5 ppm, excluindo o sinal residual de agua (4,75 a 4,90 ppm), metanol (3,28
a 3,35 ppm) e TSP (-0,01 a 0,15 ppm).

Uma analise de componentes principais (PCA) foi realizada com a utilizagao
do software SIMCA-P (Umetrics, Umea, Sweden), usando o pré-processamento de
escalonamento de Pareto para o conjunto de dados (127 espectros x 263 colunas).

Para avaliar o efeito do etil-trinexapac nas plantas de eucalipto, foi elaborado
outro PCA, em que foram incluidas apenas as amostras que nao sofreram
deficiéncia hidrica, dando uma matriz de 68 espectros x 263 colunas. Além deste,
outro PCA foi realizado apenas com as amostras da época de coleta aos 42 DAP,
sem o grupo QC-sample, a partir de uma matriz gerada de 12 espectros x 263
colunas.

Uma analise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA) foi
realizada para detectar os principais metabdlitos que influenciaram na separacao
dos grupos selecionados. Em um primeiro momento, para detectar as principais
diferencas causadas pelo estresse hidrico, foi realizado um modelo incluindo todas
as amostras dos tratamentos coletados aos 21 DAP e 42 DAP. O modelo possui 267
variaveis, em que 263 s&o variaveis X e 4 sdo variaveis Y, enquanto 5 componentes
foram calculados para explicar o modelo.

Para detectar as principais diferengas causadas pela influéncia do etil-
trinexapac nas amostras, foi calculado outro modelo de PLS-DA, testando
separadamente o grupo coletado aos 21 DAP, que nao sofreram estresse hidrico. O

modelo obteve 266 variaveis, sendo 263 variaveis X e 3 variaveis Y.
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A Andlise de rotas metabdlicas foi realizada usando a ferramenta online
MetaboAnalyst 5.0 (http://www.metaboanalyst.ca/), com a utilizacdo do Teste
Hipergeométrico como método de enriquecimento. A analise da topologia foi
realizada por "Relative-betweeness Centrality" e a biblioteca de rotas metabdlicas
utilizada foi a da Arabidopsis thaliana.

4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1 — Curva dose-resposta
Trocas gasosas

Comparando as condigdes hidricas, considerando a média das doses de etil-
trinexapac, foi possivel observar que para as variaveis de taxa de assimilagéao
liquida de CO,, taxa de transpiracdo e condutancia estomatica (Figuras 3-A, 3-B e 3-
C, respectivamente), as plantas mantidas sem restricdo hidrica apresentaram
maiores valores em todas as datas avaliadas. Ja para a concentracdo de CO,
intercelular (Figura 3-D), os resultados foram diferentes, sendo que apenas aos 09
DAP os eucaliptos cultivados em capacidade de campo obtiveram maiores valores.
Assim, a partir de 11 DAP, as plantas sob restricdo hidrica apresentaram maior
concentracdo de CO, interno, provavelmente devido a menor condutancia
estomatica e assimilagao de CO, (Figuras 3-A e 3-C).
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Figura 3. Assimilagdo liquida de CO, (A), taxa de transpiragdo (B), condutancia
estomatica (C), concentragdao de CO, interno (D), eficiéncia do uso da
agua (E) e eficiéncia de carboxilagdo instantanea (F) de plantas de
Eucalyptus urograndis (Clone 1407) submetidas a aplicagcdo de etil-
trinexapac. Os valores indicados foram obtidos a partir das médias das
doses utilizadas. O asterisco indica diferenga significativa (p<0,05) entre
as condicbdes hidricas para cada época de avaliagao. Jaboticabal-SP,

2021.

A reducdo na taxa de transpiragcdo e o aumento na condutancia estomatica

(Figuras 3-B e 3-C, respectivamente), observados aos 11 e 12 DAP para ambas

condi¢bes hidricas, provavelmente estdo relacionados as condi¢cdes climaticas

nesses dias, que se encontravam com o céu coberto por nuvens. Apesar disso, é

possivel notar que a taxa de assimilacao liquida nao foi afetada, com médias de 18,5

e 15 umol CO, m? s, respectivamente (Figura 3-A).

No que tange a eficiéncia do uso da agua, a partir dos 10 DAP, as plantas

conduzidas sem restricdo de agua apresentaram valores superiores aquelas

mantidas em irrigagao controlada (Figura 3-E). Ja para a eficiéncia de carboxilagdo

instantanea, o padrdo de resposta foi similar ao observado para a taxa de
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assimilagdo liquida de CO,, com diferenga significativa em todos os dias de
avaliagdo (Figura 3-F).

Comparando as doses de etil-trinexapac na condi¢gao sem restricdo hidrica, foi
observado que nenhuma delas diferiram entre si (p<0,05 - dados né&o
apresentados), para todas as variaveis de trocas gasosas avaliadas (Figuras 4-A a
4-D). Novamente pOde-se observar a variagao ocorrida aos 11 e 12 DAP para taxa

de transpiragédo e condutancia estomatica, anteriormente citada.
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Figura 4. Assimilagdo liquida de CO, (A), taxa de transpiragdo (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de Eucalyptus
urograndis (Clone 1407) submetidas a aplicacdo de etil-trinexapac e
cultivadas sem restricdo hidrica. TO, T1, T2, T3, T4, T5, T6 e T7
equivalem as doses de, respectivamente, 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 e
300 g i.a. ha™ de etil-trinexapac. Jaboticabal-SP, 2021.

Em relagdo as trocas gasosas para as plantas cultivadas sob restricao hidrica
(Figura 5), algumas diferengas entre as doses foram encontradas (p<0,05 — dados
nao apresentados): aos 09 DAP, o tratamento T2 apresentou valores de taxa de
assimilagao liquida de CO,, transpiracdo e condutancia estomatica maiores que as
doses T6 e T7 (Figuras 5-A a 5-C); na avaliagao seguinte, o tratamento T6, com o
menor valor, diferiu significativamente da testemunha para a taxa de transpiragéao,
mas nao das demais doses (Figura 5-B); ja aos 12 DAP, foi observado o inverso

para a concentragao de carbono interno, em que o TO, com o menor valor, distinguiu
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do T6 e T3, os quais nao diferiram entre si (Figura 5-D). Nas demais avaliagbes n&o

houve diferenca entre as doses de etil-trinexapac testadas.
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Figura 5. Assimilagdo liquida de CO, (A), taxa de transpiragdo (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de Eucalyptus
urograndis (Clone 1407) submetidas a aplicacdo de etil-trinexapac e
cultivadas com restricao hidrica (40% da capacidade de campo). TO, T1,
T2, T3, T4, T5, T6 e T7 equivalem as doses de, respectivamente, 0, 15,
30, 60, 90, 120, 150 e 300 g i.a. ha™ de etil-trinexapac. Jaboticabal-SP,
2021.

Eficiéncia Quéantica do Fotossistema Il

No que tange a eficiéncia quantica do fotossistema Il, foi observada diferenga
entre as condigdes hidricas nas avaliagdes realizadas aos 11 e 13 DAP, em que 0s
eucaliptos cultivados sem restricao de irrigagao obtiveram os maiores valores para

essa caracteristica (Figura 6).
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Figura 6. Eficiéncia quantica do Fotossistema Il de plantas de Eucalyptus urograndis
(Clone 1407) submetidas a aplicagdo de etil-trinexapac. Os valores
indicados foram obtidos a partir das médias das doses utilizadas. O
asterisco indica diferenga significativa (p<0,05) entre as condigdes
hidricas para cara época de avaliagcao. Jaboticabal-SP, 2021.

Comparando o efeito das diferentes doses de etil-trinexapac em cada
condicao hidrica isoladamente, novamente nao foi observada diferenga significativa
entre os tratamentos (p<0,05) (Figuras 7-A e 7-B). Apesar disso, vale ressaltar os

altos valores de F,/Fn, anotados em todos os dias de avaliagao, acima de 0,80.
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Figura 7. Eficiéncia quantica do Fotossistema Il de plantas de Eucalyptus urograndis
(Clone 1407) submetidas a aplicacao de etil-trinexapac e cultivadas sem
(A) e com (B) restricdo hidrica (40% da capacidade de campo). TO, T1,
T2, T3, T4, T5, T6 e T7 equivalem as doses de, respectivamente, 0, 15,
30, 60, 90, 120, 150 e 300 g i.a. ha™ de etil-trinexapac. Jaboticabal-SP,
2021.

Teor relativo de Clorofila Total

Em relacao ao teor de clorofila total, o qual foi avaliado por um maior periodo
de tempo, foi observada uma inversao nos valores anotados, quando comparando
as condicdes hidricas utilizadas. Até os 19 DAP, as plantas de eucalipto que
estiveram em capacidade de campo apresentaram maiores valores para esta
caracteristica (Figura 8 e Tabela 7). Ja aos 20 DAP, ndo mais foi observada
diferenga entre as condi¢des hidricas. A partir deste ponto, as plantas que foram
conduzidas sob restricdo de agua passaram a acumular, proporcionalmente, maior

guantidade de clorofila em suas folhas (Figura 8 e Tabela 7).
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Figura 8. Teor relativo de clorofila total de plantas de Eucalyptus urograndis (Clone
1407) submetidas a aplicagcao de etil-trinexapac. Os valores indicados
foram obtidos a partir das médias das doses utilizadas. O asterisco
indica diferencga significativa (p<0,05) entre as condi¢des hidricas para
cara época de avaliacdo. Jaboticabal-SP, 2021.

Em relagédo as doses de etil-trinexapac testadas, n&o foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos adotados, para henhuma das épocas de avaliagéao
(Tabela 7).
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Tabela 7. Teor Relativo de Clorofila Total (UR) aos 14, 15, 19, 20, 26, 27 e 28 dias
apo6s o plantio (DAP) de mudas de Eucalyptus urograndis (Clone 1407),
submetidas a aplicagdo de doses crescentes de etil-trinexapac.
Jaboticabal-SP, 2021.

Tratamentos 14 DAP 15 DAP 19 DAP 20 DAP 26 DAP 27 DAP 28 DAP

Condicao hidrica (CH)

Sem Estresse 49,2 A 48,3 A 519A 47,2 419B 425B 42,6 B
Com Estresse 43,4 B 42,4 B 499 B 46,9 495 A 50,8 A 51,2 A
Doses (g i.a. ha™ de etil-trinexapac)
0 47,1 45,7 50,1 47,4 45,9 46,9 46,8
15 46,5 45,6 53,6 47,7 46,8 47,2 47,8
30 47,7 46,5 50,5 48,2 46,4 47,9 48,3
60 46,5 46,7 52,1 447 42,1 46,1 45,9
90 43,1 43,7 50,1 47,9 46,2 47,2 46,8
120 46,7 46,6 51,2 46,9 45,4 46,7 46,4
150 46,8 41,3 49,1 45,4 46,5 46,8 48,3
300 45,9 46,5 51,2 47,6 46,3 445 44,9
F (CH) 53,2** 16,1** 5,32* 0,08™ 78,8** 82,3* 94,1**
F (Doses) 1,61™ 0,82" 1,23™ 0,85™ 1,52™ 0,62" 0,93™
F (CHx D) 1,35™ 1,05™ 1,17" 0,38™ 0,52"™ 0,72™ 1,47™
C.V. (%) 6,78 12,9 6,90 8,14 7,57 7,79 7,55

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. * e ** = valores significativos a 5% e 1% de probabilidade
pelo teste F, respectivamente. " = valor ndo significativo a 5% de probabilidade pelo
teste F. C.V. = Coeficiente de Variagao.

Crescimento

Para a altura das plantas de eucalipto cultivadas em capacidade de campo,
foi possivel observar que a partir da avaliagdo realizada aos 35 DAP, plantas do
tratamento com 150 g i.a. ha™ de etil-trinexapac ja passaram a se destacar das
demais doses, sendo estatisticamente diferente (p<0,05) dos tratamentos TO a T4
até os 78 DAP (Figura 9-A). No entanto, ao final do experimento (90 DAP), somente
a dose de 30 g i.a. ha™ (T2) distinguiu daquela com maior valor de altura (T6) (Figura
9-A e Tabela 9-A).

No que tange ao diametro das plantas, novamente a dose de 150 g i.a. ha™ foi
a que apresentou maior estimulo ao crescimento, diferindo de TO a partir de 78 DAP
e mantendo-se até o final do experimento (Figura 9-B). As demais doses nao se
mostraram suficientes para aumentar o didmetro do eucalipto, igualando-se a

testemunha em todas as avaliagdes (Figura 9-B).
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Figura 9. Altura (A) e didmetro (B) de plantas de Eucalyptus urograndis (Clone
1407) submetidas a aplicagdo de etil-trinexapac e cultivadas sem
restricao hidrica. TO, T1, T2, T3, T4, TS5, T6 e T7 equivalem as doses de,
respectivamente, 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 300 g i.a. ha™ de etil-
trinexapac (Moddus®). Jaboticabal-SP, 2021.

Em relagao aos eucaliptos cultivados sob restricdo hidrica, o tratamento T7 foi
0 que proporcionou maior crescimento em altura, diferindo da testemunha sem
aplicagao na avaliagao realizada aos 78 DAP (Figura 10-A).

Para o diametro, ndo houve diferenga entre os tratamentos durante todo o

periodo experimental (Figura 10-B).
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Figura 10. Altura (A) e didametro (B) de plantas de Eucalyptus urograndis (Clone
1407) submetidas a aplicacdo de etil-trinexapac e cultivadas com
restricdo hidrica (40% da capacidade de campo). TO, T1, T2, T3, T4,
T5, T6 e T7 equivalem as doses de, respectivamente, 0, 15, 30, 60, 90,
120, 150 e 300 g i.a. ha™ de etil-trinexapac. Jaboticabal-SP, 2021.

Dias apés o plantio
Com restri¢do hidrica

Ao final do experimento (90 DAP), quando comparado as condigdes hidricas
para o didametro, observou-se que as plantas cultivadas sem restricdo de agua
obtiveram crescimento 14,2% maior que aquelas sob restricdo hidrica (Tabela 8).
Em relacdo as doses, independentemente da condi¢ao hidrica, para a mesma época
de avaliacéo, notou-se que os tratamentos T4 e T6 foram os Unicos que diferiram da

testemunha sem aplicagao, sendo, em média, 10,3% maiores (Tabela 8).
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Tabela 8. Efeito de doses crescentes de etil-trinexapac sobre a aultura (cm),
didmetro (mm), massa seca do caule (MSCaule — g), massa seca das
folhas (MSFolhas — g), area foliar (cm?) e massa seca total (MSTotal —
g) de mudas de Eucalyptus urograndis (Clone 1407), aos 90 dias apds
o plantio. Jaboticabal-SP, 2021.

Altura  Diametro MSCaule MSFolhas Area Foliar MSTotal

fratamentos (cm) __ (mm) (@) (@) (cm?) (@)
Condicao hidrica (CH)
Sem Estresse 70,2 7,94 A 9,43 16,2 1195,7 25,7
Com Estresse 63,5 6,95 B 7,43 14,1 1200,7 21,5
Doses (g i.a. ha” de etil-trinexapac)

0 63,7 6,90 B 7,03 13,1 1056,6 20,1
15 67,9 7,55 AB 8,92 15,3 1258,9 24,3
30 64,1 7,28 AB 8,15 15,3 1206,5 23,5
60 65,9 7,17 AB 8,13 154 1197,1 22,9
90 67,4 7,63 A 8,27 14,7 1204,7 22,9
120 67,4 7,60 AB 8,61 15,3 1191,2 23,1
150 68,7 7,82 A 9,18 15,8 1202,3 25,1
300 69,9 7,59 AB 9,17 16,3 1268,4 25,5
F (CH) 65,9** 75,3** 48,2** 21,5%* 0,01™ 32,4**
F (Doses) 3,45% 348 3,06** 1,99™ 1,05™ 2,42*
F (CHx D) 2,28* 1,98"™ 5,29** 2,94* 2,40* 3,94**
C.V. (%) 5,53 6,87 15,2 14,2 16,5 14,1

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. * e ** = valores significativos a 5% e 1% de probabilidade
pelo teste F, respectivamente. " = valor ndo significativo a 5% de probabilidade pelo
teste F. TO, T1, T2, T3, T4, T5, T6 e T7 equivalem as doses de, respectivamente, 0,
15, 30, 60, 90, 120, 150 e 300 g i.a. ha' de etil-trinexapac (Moddus®). CH =
Condicao Hidrica; C.V. = Coeficiente de Variagao.

Para todas as caracteristicas que apresentaram desdobrando entre os fatores
“condicao hidrica” X “doses de etil-trinexapac”, nao houve diferenga entre as doses
quando as plantas estavam sob restricao hidrica (Tabelas 9-A, 9-B, 9-C, 9-D e 9-E).

No entanto, para a altura avaliada ao final do periodo experimental (90 DAP),
guando em condigdes de capacidade de campo, foi observada diferenga entre as
doses de 150 g i.a. ha™, com o maior valor, e 30 g i.a. ha™, com o menor valor. Os
demais tratamentos obtiveram desenvolvimento intermediario e nao diferiram entre si
(Tabela 9-A). Em relagédo as condi¢des hidricas, os tratamentos T1, T2 e T4 foram
0s Unicos que nao apresentaram diferenga significativa.

No que tange & massa seca do caule, as doses de 0, 15, 30 e 90 g i.a. ha*
nao diferiram quanto as condi¢gdes hidricas impostas, ao contrario das demais
(Tabela 9-B). Comparando-se as doses dos eucaliptos sem restricdo de agua, foi

possivel observar que as trés maiores foram as unicas que diferiram da testemunha
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sem aplicagéo (Tabela 9-B), assim como para a massa seca das folhas e massa
seca total (Tabelas 9-C e 9-E, respectivamente), o que fez com que elas também
diferissem das plantas pulverizadas com as mesmas doses, mas conduzidas sob

irrigacao controlada.

Tabela 9. Médias da interacdo entre os fatores “condi¢cao hidrica” X “doses de etil-
trinexapac” para a altura (A), massa seca do caule (B), massa seca das
folhas (C), area foliar (D) e massa seca total (E) de mudas de Eucalyptus
urograndis (Clone 1407) submetidas a aplicagcado de doses crescentes de
etil-trinexapac. Jaboticabal-SP, 2021.

A) Altura (cm)

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 F
Sem 68,1 A 69,7 A 66,2 A 69,2 A 68,4 A 72,4 A 75,1 A 73,1 A 3,19**
Restricao ab ab b ab ab ab a ab
Com 59,5B 66,2 A 61,8 A 62,6 B 66,4 A 62,4 B 62,4 B 66,8 B 2,54"™
Restrigcao a a a a a a a a
F 13,2%* 2,11™ 3,564"™ 7,96 0,73"™ 18,3* 29,1%* 7,03*

B) MSCaule (g)

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 F
Sem 7,33 A 9,72 A 8,40 A 9,03 A 8,15 A 10,6 A 11,8A 10,4 A 6,65**
Restricao c abc bc bc bc ab a ab
Com 6,73 A 8,12 A 791 A 7,24 B 8,39 A 6,59 B 6,54 B 7,97 B 1,71
Restricao a a a a a a a a
F 0,55™ 3,86™ 0,37" 4,88* 0,09™ 24,7 42,2%* 8,75**

C) MSFolhas (g)

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 F
Sem 13,2A 16,4 A 15,3A 159A 148 A 179A 18,8 A 179A 3,80**
Restrigao b ab ab ab ab a a a
Com 129A 143 A 153 A 148 A 14,7 A 12,7B 12,8 B 14,7B 1,14™
Restricao a a a a a a a a
F 0,03™ 2,23" 0,01™ 0,60™ 0,02"™ 14,5** 18,8** 5,98*

D) Area Foliar (cm®)

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 F
Sem 930,98 1253,5 11441 1179,9 1122,7 1288,7 1373,7 1272,2 2,33*
Restrigao Bb Aab Aab Aab Aab Aab Aa Aab
Com 1182,2 1264,5 1268,9 1214,3 1286,7 1093,7 1030,8 1264,5 1,117
Restricao Aa Aa Aa Aa Aa Aa Ba Aa
F 4,03* 0,01™ 1,01™ 0,08™ 1,72™ 2,43™ 7,51* 0,01™

E) MSTotal (g)

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 F
Sem 20,5A 26,1 A 23, 7A 249 A 229A 28,5A 30,7A 28,3 A 5,05**
Restricao c abc bc abc bc ab a ab
Com 19 TA 22 4 A 23 2A 22 1A 23 1A 19,3B 19,4 B 225B 1,31
Restricao a a a
F O 15™ 2 98™ 0 05"™ 1 84"™ 0 01" 19,2** 28,3** 7,43** ---

Médias seguidas de mesma letra, maiuscula na coluna e minuscula na linha, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. * e ** = valores
significativos a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente. ™ = valor
nao significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. TO, T1, T2, T3, T4, T5, T6 e T7
equivalem as doses de, respectivamente, 0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 300 g i.a. ha™
de etil-trinexapac (Moddus®)

Em relagao a area foliar, notou-se que o tratamento T6 foi 0 que proporcionou
maior incremento a essa caracteristica, sendo a Unica dose a diferir da testemunha e

da condigdo com restricao hidrica (Tabela 9-D). No entanto, vale ressaltar que as
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plantas ndo pulverizadas com etil-trinexapac, mas que foram cultivadas com agua
em abundancia, obtiveram menores valores de area foliar quando comparadas ao
mesmo tratamento sob irrigagao controlada (Tabela 9-D).

Considerando o modelo polinomial de segunda ordem para a massa seca
total das plantas sem restricdo hidrica, foi observado que a dose que proporcionaria
o maior efeito estimulatério ao crescimento do eucalipto seria a de 195 g i.a. ha™
(Figura 11). Apesar do efeito positivo as plantas, ndo foi possivel observar a
resposta caracteristica da hormesis, que é particularizada como sendo um efeito
estimulatorio seguido de um efeito inibitério (resposta bifasica), pois no presente
trabalho, apesar das altas doses de etil-trinexapac utilizadas, ndo houve efeito

negativo ao crescimento das plantas (Figura 11).
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Figura 11. Massa seca total de plantas de Eucalyptus urograndis (Clone 1407)
pulverizadas com diferentes doses de doses de etil-trinexapac e
cultivadas durante 90 dias, sem restricdo hidrica. Y = 20,4+0,09x-
0,0002x*; R* = 0,96. Jaboticabal-SP, 2021.

Quando os dados de matéria seca dos eucaliptos foram transformados para

porcentagem da testemunha sem aplicacdo, foi observado que as trés maiores
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doses, as quais foram as unicas a diferirem estatisticamente do tratamento TO,

obtiveram incremento meédio de 45% em seu crescimento (Figura 12).
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Figura 12. Massa seca total de plantas de Eucalyptus urograndis (Clone 1407)
pulverizadas com diferentes doses de doses de etil-trinexapac e
cultivadas durante 90 dias, sem restricao hidrica. Dados transformados
para porcentagem em relagao a testemunha. Jaboticabal-SP, 2021.

4.2. Experimento 2 - Resposta do eucalipto a trés doses de etil-trinexapac
Trocas gasosas

Para as avaliagbes de trocas gasosas realizadas dos 02 aos 06 primeiros dias
apo6s a aplicagao (DAA) do produto na condicdo sem restricdo hidrica, observou-se
um mesmo padrao de resposta quanto as doses aplicadas, para as variaveis de A,
E, gs e C;. De maneira geral, as plantas tratadas com 150 g i.a. ha™ de etil-trinexapac
apresentaram menores valores que as demais doses, as quais nao diferiram entre si
(Figuras 13 a 17).

Em relacdo as horas do dia, a taxa de assimilacao liquida de CO, sempre
tendeu a apresentar maiores valores nas primeiras horas da manha, com redugao

gradual até as 17 horas (Figuras 13 a 17). Vale ressaltar a excegao observada aos
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04 dias apds o plantio do eucalipto (DAP), em que o dia amanheceu nublado (PAR =
400), tendo, com isso, ocorrido o pico na assimilagdo de CO, as 11 horas (Figura 13-
A).

Para a taxa de transpiragdo, os maiores valores foram anotados sempre nas
avaliagdes realizadas nos periodos mais quentes do dia (11 ou 13 horas), com
excegao aos 03 DAP, quando o céu ficou encoberto por nuvens de poeira, que
também refletiu nos menores valores de radiagao fotossinteticamente ativa (PAR =
600, 600 e 200) (Figuras 14-A e 14-B).

A variavel de concentragdo de carbono intercelular foi a que apresentou
menor variagao ao decorrer do dia bem como em relagédo as doses de etil-trinexapac
aplicadas (Figuras 13-D a 17-D).
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Figura 13. Assimilagédo liquida de CO, (A), taxa de transpiragdo (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de
Eucalyptus urograndis (Clone 1407), cultivadas sem restricao hidrica,
aos 02 dias apdés a aplicacdo de etil-trinexapac. As doses
correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-trinexapac (Moddus®).
DAP = dias ap0os o plantio do eucalipto. Jaboticabal-SP, 2021.
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Figura 14. Assimilagcao liquida de CO, (A), taxa de transpiragao (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de
Eucalyptus urograndis (Clone 1407), cultivadas sem restricdo hidrica,

aos 03 dias apdés a aplicagdo de etil-trinexapac.

As doses

correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-trinexapac (Moddus®).
DAP = dias apds o plantio do eucalipto. Jaboticabal-SP, 2021.
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Figura 15. Assimilagao liquida de CO, (A), taxa de transpiragao (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de
Eucalyptus urograndis (Clone 1407), cultivadas sem restricdo hidrica,

aos 04 dias apdés a aplicagdo de etil-trinexapac.

As doses

correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-trinexapac (Moddus®).
DAP = dias apds o plantio do eucalipto. Jaboticabal-SP, 2021.
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Figura 16. Assimilagcao liquida de CO, (A), taxa de transpiragao (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de
Eucalyptus urograndis (Clone 1407), cultivadas sem restricdo hidrica,
aos 05 dias apdés a aplicagdo de etil-trinexapac. As doses
correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-trinexapac (Moddus®).
DAP = dias apds o plantio do eucalipto. Jaboticabal-SP, 2021.
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Figura 17. Assimilagédo liquida de CO; (A), taxa de transpiragdo (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de
Eucalyptus urograndis (Clone 1407), cultivadas sem restricao hidrica,
aos 06 dias apdés a aplicacdo de etil-trinexapac. As doses
correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha® de etil-trinexapac (Moddus®).
DAP = dias ap0ds o plantio do eucalipto. Jaboticabal-SP, 2021.

Com relagéo as plantas cultivadas sob restricdo hidrica (30% da capacidade
de campo), de maneira geral, ndo houve diferenga entre as doses estudadas para as
variaveis de A, E, gs e C; (Figuras 18 a 22), dos 02 aos 06 DAA, com excegao as
avaliagdes descritas a seguir: para concentracdo de carbono interno, a dose de 150
g i.a. ha apresentou menores valores que as demais aos 02 DAP (Figura 18-D); ja
aos 06 DAP, as plantas pulverizadas com etil-trinexapac obtiveram maior taxa de

assimilagao liquida de CO, em relagao a testemunha (Figura 18-A), e a menor dose
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proporcionou maior taxa de transpiragdo que as demais nesta mesma data (Figura
22-B).

Considerando as horas do dia, a variagao nas respostas de trocas gasosas
foram menos pronunciadas, em comparagao as plantas cultivadas em capacidade
de campo, provavelmente pelo fato de a agua atuar como fator limitante para este
processo. De maneira geral, foi observada maior atividade de assimilagc&o liquida de
carbono nas primeiras horas do dia (Figuras 18 a 22).
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Figura 18. Assimilagado liquida de CO, (A), taxa de transpiragdo (B), condutancia
estomatica (C) e concentragcdo de CO, interno de plantas de

Eucalyptus urograndis (Clone 1407), cultivadas sob restrigdo hidrica

(30% da capacidade de campo), aos 02 dias apds a aplicagao de etil-

trinexapac. As doses correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-

trinexapac (Moddus®). DAP = dias apds o plantio do eucalipto.
Jaboticabal-SP, 2021.
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de Eucalyptus urograndis (Clone 1407), cultivadas sob restricdo hidrica
(30% da capacidade de campo), aos 03 dias apos a aplicagéo de etil-
trinexapac. As doses correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-

trinexapac (Moddus®). DAP

Jaboticabal-SP, 2021.

= dias apdés o plantio do eucalipto.
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(30% da capacidade de campo), aos 04 dias apos a aplicagéo de etil-
trinexapac. As doses correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-

trinexapac (Moddus®). DAP

Jaboticabal-SP, 2021.

= dias apdés o plantio do eucalipto.
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Figura 21. Assimilagédo liquida de CO, (A), taxa de transpiragdo (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de
Eucalyptus urograndis (Clone 1407), cultivadas sob restricao hidrica
(30% da capacidade de campo), aos 05 dias apds a aplicagéo de etil-
trinexapac. As doses correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-
trinexapac (Moddus®). DAP = dias ap6s o plantio do eucalipto.
Jaboticabal-SP, 2021.
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Figura 22. Assimilagado liquida de CO, (A), taxa de transpiragdo (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de
Eucalyptus urograndis (Clone 1407), cultivadas sob restricao hidrica
(30% da capacidade de campo), aos 06 dias apds a aplicagao de etil-
trinexapac. As doses correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-

trinexapac (Moddus®). DAP = dias ap6s o plantio do eucalipto.
Jaboticabal-SP, 2021.

Quando comparadas as condi¢des hidricas estudadas, considerando a média
das doses de etil-trinexapac, houve uma maior atividade de trocas gasosas nas
plantas cultivadas em capacidade de campo (Figuras 23 a 27), sendo as menores
diferengas constantemente observadas para a variavel de concentracdo de carbono
interno (Figuras 23-D a 27-D).
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Em relagdo as horas do dia, aos 04, 05 e 06 DAP, as maiores diferengas
entre as condi¢cdes hidricas foram observadas nas avaliagcdes realizadas entre as 11
e as 15 horas, uma vez que nas primeiras horas da manha as plantas sob restricao
de agua obtiveram melhor desempenho que os demais horarios, com maiores
valores de taxa de assimilagdo liquida de CO, (Figuras 25 a 27). Ja as 17 horas, na
maior parte das vezes, os valores anotados para ambas condi¢des hidricas foram
semelhantes, devido a redugdao no metabolismo fotossintético das plantas em

decorréncia da diminuicdo da radiacao fotossinteticamente ativa (Figuras 23 a 27).

] —s— Sem RH 2]
it .. Com RH 11 4 —=— SemRH
5 --#-- Com RH
= 10_
13 T
i ’ o o]
R :’ &
E 9] f 7 4 ‘ ‘
¢ 8 2
O 7 ‘ = 6 T
E 64 T .T-Z 5 4
B ¢
< 4 ® = el 4
3] : 5] I
24 ] A ’
1 (] 2 » s
0 PAR PAR PAR PAR sy s B A T |
-1 1300 1400 1300 600 14 o -
2 I X X s " Y > i : D 0 T T T T T T T T T T N
% A o8 de d B B 8 g A8 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Horas do dia (02 DAP) Horas do dia (02 DAP)
0,65 - 280 -
—=— Sem RH
] 260
0.50 --#-.Com RH
055 ] 240
050 220 }
~ 0,454 . 200 z )
o 0,40 T 1807 R *% =l
S os] 0]
= 030 o 1454
2 2 120 4
Eo02s E
: < 100 4
% 0,20 + 53 .
0,15 .
0'10_ 1 ) 60 ] =— Sem RH
’ T i N ‘- 40 - Com RH
0,05 TSy
0,00 L2
5 T T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T T T 1
7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 7 8 8 40 11 12 13 14 95 46 47 4
Horas do dia (02 DAP) .
Horas do dia (02 DAP)

Figura 23. Assimilagao liquida de CO, (A), taxa de transpiragao (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de
Eucalyptus urograndis (Clone 1407) cultivadas com e sem restricdo
hidrica, aos 02 dias ap6s a aplicagdo de etil-trinexapac. Os valores
indicados foram obtidos a partir das médias das doses utilizadas em
ambas condi¢des hidricas. DAP = dias ap6s o plantio do eucalipto.
Jaboticabal-SP, 2021.
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Figura 24. Assimilagao liquida de CO; (A), taxa de transpiragdo (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de
Eucalyptus urograndis (Clone 1407) cultivadas com e sem restricao
hidrica, aos 03 dias apds a aplicacdo de etil-trinexapac. Os valores
indicados foram obtidos a partir das médias das doses utilizadas em
ambas condi¢cdes hidricas. DAP = dias apos o plantio do eucalipto.
Jaboticabal-SP, 2021.
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Figura 25. Assimilagao liquida de CO, (A), taxa de transpiragdo (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de
Eucalyptus urograndis (Clone 1407) cultivadas com e sem restricdo
hidrica, aos 04 dias apos a aplicagdo de etil-trinexapac. Os valores
indicados foram obtidos a partir das médias das doses utilizadas em
ambas condi¢des hidricas. DAP = dias apds o plantio do eucalipto.

Jaboticabal-SP, 2021.
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Figura 26. Assimilagédo liquida de CO; (A), taxa de transpiragdo (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de
Eucalyptus urograndis (Clone 1407) cultivadas com e sem restricao
hidrica, aos 05 dias apds a aplicacdo de etil-trinexapac. Os valores
indicados foram obtidos a partir das médias das doses utilizadas em
ambas condi¢cdes hidricas. DAP = dias apds o plantio do eucalipto.
Jaboticabal-SP, 2021.
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Figura 27. Assimilagédo liquida de CO; (A), taxa de transpiragdo (B), condutancia
estomatica (C) e concentracdo de CO, interno de plantas de
Eucalyptus urograndis (Clone 1407) cultivadas com e sem restricao
hidrica, aos 06 dias apds a aplicacdo de etil-trinexapac. Os valores
indicados foram obtidos a partir das médias das doses utilizadas em
ambas condi¢cdes hidricas. DAP = dias apds o plantio do eucalipto.

Eficiéncia Quéantica do Fotossistema Il

Jaboticabal-SP, 2021.

No que tange a eficiéncia quantica do fotossistema Il das plantas de eucalipto

conduzidas sem restricdo hidrica, ndo foi observada diferenga constante entre as
doses de etil-trinexapac aplicadas (Figura 28). Isoladamente, nas avaliagdes

realizadas as 15 horas aos 02 e 04 DAP, houve diferenga entre os tratamentos, em

que a maior dose diferiu das demais no primeiro dia de medigao (Figura 28-A), com

a testemunha igualando-se a ela aos 04 DAP (Figura 28-C). Além disso, houve
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pouca variagao de F,/Fn, ao decorrer dos dias, sempre com valores entre 0,75 a 0,85
(Figura 28).
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Figura 28. Eficiéncia quéantica do Fotossistema Il de plantas de Eucalyptus
urograndis (Clone 1407), aos 02 (A), 03 (B), 04 (C), 05 (D) e 06 (E) dias
apos a aplicagao de etil-trinexapac, e cultivadas sem restricao hidrica.
As doses correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-trinexapac
(Moddus®). DAP = dias ap6s o plantio do eucalipto. Jaboticabal-SP,
2021.

Para as plantas de eucalipto conduzidas sob restricdo hidrica, novamente os
valores de eficiéncia quantica do fotossistema |l ndo apresentaram diferengas
constantes em relagao as doses de etil-trinexapac (Figura 29). Especificamente aos
04 e 05 DAP, na medigao conduzida as 13 horas, as plantas tratadas com 150 g i.a.
ha® apresentaram maiores valores para essa caracteristica em relacdo as demais
(Figuras 29-C e 29-D). Assim como observado para os eucaliptos conduzidos em
capacidade de campo, houve pouca variagao nos valores durante as horas do dia,
anotando sempre valores entre 0,75 e 0,85, os quais sdo considerados adequados

para plantas com aparatos fotossintéticos saudaveis (Figura 29).
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Figura 29. Eficiéncia quéntica do Fotossistema Il de plantas de Eucalyptus
urograndis (Clone 1407), aos 02 (A), 03 (B), 04 (C), 05 (D) e 06 (E) dias
apos a aplicacdo de etil-trinexapac, e cultivadas sob restricdo hidrica
(30% da capacidade de campo). As doses correspondem a 0, 90 e 150
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g i.a. ha® de etil-trinexapac (Moddus®). DAP = dias apds o plantio do
eucalipto. Jaboticabal-SP, 2021.

Comparando as condi¢des hidricas considerando a média das doses de etil-
trinexapac, foi observada maior eficiéncia quantica do fotossistema Il para as plantas
conduzidas na auséncia de restricdo hidrica (Figura 30), assim como no primeiro
experimento. Apesar disso, todos os valores estdo dentro da faixa considerada
adequada para plantas de eucalipto (entre 0,75 e 0,85).

Ja para o comportamento ao longo do dia, com excegao a avaliagao realizada
aos 03 DAP (Figura 30-B), foi observado uma tendéncia de redugao dos valores de
FJ/Fn até as 13 horas, com recuperagao gradual nas horas subsequentes, até

atingirem os valores iniciais (Figura 30).
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apos o plantio do eucalipto. Jaboticabal-SP, 2021.
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Teor Relativo de Clorofila Total

Em relacéo ao teor de clorofila total das plantas de eucalipto conduzidas sem
restricdo hidrica, observou-se que aos 05 e 06 DAP as testemunhas apresentaram
maiores valores para essa caracteristica, em relagdo as demais doses (Figura 31-A).
Ja sob restricdo hidrica, o efeito foi o oposto, apresentando, de maneira constante,
menores quantidades de clorofila que os demais tratamentos (Figura 31-B).

Quando as condi¢des hidricas foram comparadas, foi possivel notar um maior
nivel de clorofilas a partir dos 03 DAP para as plantas cultivadas em capacidade de
campo (Figura 31-C), no entanto, assim como observado no primeiro experimento
(Figura 8), é possivel que mais tardiamente a resposta fosse o oposto (por volta dos

20 DAP), devido ao maior crescimento das plantas sem restricao hidrica.
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Figura 31. Teor relativo de clorofila total de plantas de Eucalyptus urograndis (Clone
1407) submetidas a aplicagao de etil-trinexapac e cultivadas sem (A) e
com (B) restricao hidrica. Comparacgao entre as condi¢des hidricas (C),
em que os valores indicados foram obtidos a partir das médias das
doses utilizadas. As doses correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-
trinexapac (Moddus®). Jaboticabal-SP, 2021.

Crescimento

Em relagdo ao crescimento do eucalipto sem restricdo hidrica, notou-se que
logo aos 16 DAP, as plantas tratadas com 150 g i.a. ha™ de etil-trinexapac obtiveram
valores de altura significativamente maiores que os demais tratamentos, mantendo a
diferenga até o final do periodo experimental (Figura 32-A). De outra maneira, para o
didmetro das plantas, nao foi observada diferenga entre os tratamentos (p>0,05), no
entanto, vale ressaltar que a aplicacdo do produto fez com que os eucaliptos
tendessem a obter maiores valores de diametro, principalmente antes da realizagao
da adubacao (ocorrida a partir de 62 DAP) (Figura 32-B).

Para as variaveis de massa seca e area foliar, ja aos 14 DAP foi possivel
observar diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos, em que o0 aumento da
dose de etil-trinexapac favoreceu de maneira direta o crescimento das plantas
(Figuras 32-C, D, E e F). A diferenga entre os tratamentos teve um aumento
progressivo até a avaliacao realizada aos 42 DAP, quando a area foliar € a massa
seca do caule das plantas pulverizadas com 150 g i.a. h™ foram, respectivamente,
47% e 63,2% maiores que a testemunha (Figuras 32-C e E). Apds esse periodo, néo
mais foi observado diferenga entre os tratamentos (p>0,05), apesar dos maiores
valores obtidos pelo tratamento anteriormente descrito se manterem (Figuras 32-C,
D,EeF).
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restricao hidrica. As doses correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-
trinexapac (Moddus®). O asterisco indica diferenca significativa (p<0,05)
entre as condi¢Oes hidricas para cada época de avaliagdo. Jaboticabal-
SP, 2021.

No que tange ao crescimento das plantas de eucalipto cultivadas sob
restricdo hidrica, ndo foi observada diferenca entre os tratamentos aplicados (Figura
34), com excegao a area foliar ao final do periodo experimental, em que a dose de
90 g i.a. ha™ proporcionou uma producdo de area fotossinteticamente ativa 22%
maior que a testemunha (Figura 34-E). Apesar disso, vale ressaltar, as plantas
pulverizadas com 150 g i.a. ha™* do produto obtiveram maiores valores para todas as

outras caracteristicas mensuradas (Figuras 34-A, B, C, D, e F).
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(Clone 1407) submetidas a aplicagao de etil-trinexapac e cultivadas sob
restricdo hidrica (30% da capacidade de campo). As doses
correspondem a 0, 90 e 150 g i.a. ha* de etil-trinexapac (Moddus®). O
asterisco indica diferenga significativa (p<0,05) entre as condigbes
hidricas para cada época de avaliagao. Jaboticabal-SP, 2021.

Comparando as condi¢des hidricas para o crescimento do eucalipto, foi
observado que logo aos 8 DAP as plantas conduzidas em capacidade de campo
comecaram a apresentar diferenga significativa em relacdo as cultivadas sob
restricdo (Figura 36). Ao decorrer do periodo experimental, a distincdo entre os
valores anotados para os tratamentos tendeu a aumentar, atingindo seu pico aos 81
DAP, com exce¢ao a area foliar, que na ultima avaliagdo foi maior nos eucaliptos
conduzidos sob irrigacdo controlada (Figura 36-E). Tal dado evidencia uma
diferenciada resposta das plantas com relagdo a producdo de folhas, em que os
eucaliptos sob restricdo hidrica produziram folhas mais finas, ou em menor
quantidade, s6 que maiores que aquelas produzidas pelas plantas conduzidas em

capacidade de campo (Figuras 36-D e E).
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meédias das doses utilizadas, as quais correspondem a 0, 90 e 150 g i.a.
ha' de etil-trinexapac (Moddus®). O asterisco indica diferenca
significativa (p<0,05) entre as condigbes hidricas para cada época de
avaliagcdo. Jaboticabal-SP, 2021.

4.3. Analise de compostos do metabolismo primario
Os espectros de *H NOESY-presat representativos dos extratos das plantas

de eucalipto submetidas aos tratamentos estdo expostos na Figura 38, na qual as
atribuicdes dos sinais de aproximadamente 20 metabdlitos sdo mostradas. E
importante ressaltar que esta € uma representagdo geral dos metabdlitos primarios
encontrados em todas as amostras avaliadas, havendo, ainda, outros a serem
observados em analises posteriores. A confirmacido dos metabdlitos foi feita através
das analises bidimensionais de H-*C HSQC (Heteronuclear Single Quantum

Correlation) e estdo apresentados na Figura 39.
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Figura 38. Lista geral dos metabdlitos primarios encontrados nas amostras de
eucalipto processadas em 'H-RMN. Sdo eles, respectivamente:
fenilalanina, acido galico, sacarose, a-glicose, galactose, B-glicose,
sacarose, frutose, sacarose, inositol, frutose, inositol, colina, glutamina,
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succinato, glutamato, prolina, metionina, alanina, treonina, valina,
leucina e isoleucina.
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Figura 39. Lista dos metabdlitos encontrados nas amostras de eucalipto
processadas em *H-*C HSQC.

Em um primeiro momento, foi realizada uma analise de todas as amostras e
tratamentos com a utilizagdo de uma analise de componentes principais (PCA), para
avaliar se as diferengcas entre as amostras que receberam tratamentos distintos
poderiam ser observadas. Para a analise nao supervisionada, foram calculadas as
diferengas entre os grupos sem conhecer previamente sua classificagao.

O modelo criado (Figura 40) utilizou 14 componentes para explicar a variagao
do conjunto de dados. A variagao de todos os componentes explicados pelo modelo
(R?X) foi de 97%. A Figura 40 mostra o grafico de pontuacdo dos componentes
principais 1 e 2 (PC1 e PC2), sendo que houve uma representacéo de 67,8% da

variancia dos dados explicada pelo modelo (36,7% para o PC1 e 31,1% para PC2).
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Figura 40. Analise de componentes principais (PCA) resultante do experimento de

ressonancia magnética nuclear (RMN) para as amostras de folhas de
eucalipto coletadas aos 8, 14, 21, 42 e 81 dias ap6s o plantio (DAP),
independentemente da condigdo hidrica e da dose de etil-trinexapac
aplicada (A);

PCA comparando as condigdes hidricas utilizadas,

independentemente da dose e da época de coleta (B); PCA comparando
as doses de etil-trinexapac, independentemente das condi¢des hidricas
e época de coleta (C). QC = Controle de qualidade das amostras. 90 g e
150 g = doses de 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-trinexapac, respectivamente.

De acordo com o PCA apresentado na Figura 40-B, foi possivel observar que

a condic¢do de estresse hidrico apresentou maior impacto no metabolismo vegetal do

gue o estresse quimico (i.e., aplicagao de etil-trinexapac). As amostras que sofreram

estresse hidrico tenderam a agrupar-se em PC2 negativo. No entanto, vale ressaltar

que dois grupos de amostras ndo seguiram esse padrao, sdo eles: 8DAP e 14DAP.

O primeiro grupo (pontos na coloragdo verde na Figura 40-A) compreende as

amostras coletadas logo aos 8 dias apods o plantio das mudas, o que sugere néo ter
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havido tempo suficiente para o metabolismo das plantas responderem ao estresse
hidrico, provavelmente pelo baixo porte vegetativo das mudas e consequente baixa
demanda de agua no processo de transpiragao. Apesar disso, € importante pontuar
gue nas avaliagbes de crescimento, a diferengca entre esses tratamentos ja foram
observadas neste periodo (Figura 36). Nesse sentindo, ressalta-se, ainda, que logo
no plantio das mudas, as condigdes hidricas do solo ja se encontravam nos niveis
em que permaneceriam durante todo o experimento, i.e., 30% da capacidade de
campo para os tratamentos mantidos em estresse hidrico e capacidade de campo
para os tratamentos sem restricdo de irrigagdo (Figura 2). O segundo grupo que nao
seguiu o padrao foi o de 14 DAP, dispostos em PC1 negativo e PC2 positivo (pontos
na coloragao azul escuro na Figura 40-A). Neste caso, todas as amostras coletadas
aos 14 DAP foram agrupadas no mesmo conjunto, mostrando que nesta analise
abrangente dos dados, nem o estresse ocasionado pela supressao de irrigacéo, e
nem o tratamento quimico ocasionado pelo etil-trinexapac parecem estar
relacionados ao padrao encontrado nesta analise de componentes principais. Assim,
pode ter havido, portanto, outro fator influenciando o deslocamento desses pontos
no grafico de PCA, os quais, acreditamos poder elucidar com a identificagédo final
dos metabdlitos encontrados nas amostras.

A avaliagdo do efeito das diferentes doses de etil-trinexapac,
independentemente das épocas de coleta, foi realizada nas amostras que nao
sofreram estresse hidrico e estdo mostrados na Figura 41-B. O modelo criado
utilizou sete componentes para explicar a variagdo do conjunto de dados e a
variagdo de todos os componentes explicados pelo modelo (R?X) foi de 95,2%.

A Figura 41 mostra o grafico de pontuacdo dos componentes principais, os
quais obtiveram uma representacéo de 70,5% da variancia dos dados explicada pelo
modelo, sendo 50,0% para PC1 e 20,5% para PC2.
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Figura 41. Analise de componentes principais (PCA) resultante do experimento de
ressonancia magnética nuclear (RMN) para as amostras de folhas de
eucalipto coletadas aos 8, 14, 21, 42 e 81 dias apds o plantio (DAP),
independentemente da dose de etil-trinexapac aplicada, na condi¢cdo
sem restricdo hidrica (A); PCA comparando as doses de etil-trinexapac,
independentemente da época de coleta, na condicdo sem restricao
hidrica (C). QC = Controle de qualidade das amostras. 90 g e 150 g =
doses de 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-trinexapac, respectivamente.

A avaliagéo do efeito do etil-trinexapac em todas as plantas coletadas aos 8,
14, 21, 42 e 81 DAP nao evidenciou influéncia da dose do produto quimico no
metabolismo da planta até aqui (nessas avaliagbes gerais), mostrando que o dia da
coleta também teve efeito no agrupamento dos dados (Figura 41-A). No entanto, é
importante ressaltar que a elucidacdo dos compostos envolvidos nos agrupamentos
(a analise de identificacdo e quantificagdo dos compostos ja estda sendo
desenvolvida) poderao ter grande influencia na elucidagao/explicacdo da resposta
observada.

Portanto, para detectar as alteragdes causadas pelas diferentes doses de etil-
trinexapac no metabolismo das plantas de eucalipto, foi realizada uma analise de
componentes principais apenas com as amostras coletadas aos 42 DAP. O modelo
criado, apresentado na Figura 42, utilizou quatro componentes para explicar a
variagdo do conjunto de dados, a qual obteve R?X de 87,5%. A Figura 42 mostra o
grafico de pontuagdo dos componentes principais, que representaram 57,4% da
variancia dos dados explicada pelo modelo, sendo 38,7% para o PC1 e 18,7% para
o PC2.
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Figura 42. Analise de componentes principais (PCA) resultante do experimento de
ressonancia magnética nuclear (RMN) para as amostras de folhas de
eucalipto coletadas aos 42 dias apos o plantio (DAP), na condigcdo sem
restricdo hidrica. 90 g e 150 g = doses de 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-
trinexapac, respectivamente.

Assim, foi possivel observar que o grupo controle foi agrupado em PC2
negativo, enquanto as amostras tratadas com as doses de 90 e 150 g i.a. ha™ de
etil-trinexapac foram agrupadas em PC2 positivo. Uma separagdo entre os dois
grupos que receberam aplicagao também foi observada, uma vez que as amostras
tratadas com 90 g i.a. ha™ foram agrupadas no PC1 positivo, enquanto as tratadas
com 150 g i.a. ha™ foram distribuidas ao longo do PC1 negativo (Figura 42).

Para detectar os principais metabdlitos que causam a separagédo dos grupos
devido ao estresse hidrico, os grupos 21DAP e 42 DAP foram selecionados para
uma analise de PLS-DA (Figura 43). Esses dois grupos foram escolhidos porque era
importante eliminar variagdes metabdlicas influenciadas por outros fatores. Por
exemplo, o grupo 8 DAP nao teve tempo suficiente para apresentar uma resposta
metabdlica a seca (Figura 40-B). Da mesma forma, o grupo 14 DAP nao foi
escolhido por ter sofrido um deslocamento completo (em todas as amostras) que
nao pode ser explicado por nenhum dos motivos testados (Figura 40-A).

Assim, o modelo criado (Figura 43) utilizou cinco componentes para explicar a
variagdo do conjunto de dados, a qual obteve R?X de 93,1%. A Figura 43-A mostra o
grafico de pontuagdo dos componentes principais, que representaram 83,7% da
variancia dos dados, sendo 59,5% para PC1 e 24,2% para PC2.
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Figura 43. PLS-DA das amostras coletadas aos 21 dias apds o plantio (DAP) e 42
DAP mostrando o grafico de scores de dispersdo comparando 0s
tratamentos mantidos em estresse hidrico e condigdo normal (A); Grafico
de loadings (B) indicando os sinais (metabdlitos) que mais contribuiram
para a separagao dos grupos no eixo do PC1 do grafico de PLS-DA.

Os sacarideos (frutose, a- e B-glicose, sacarose, galactose e inositol) foram
0s principais metabdlitos que aumentaram no eucalipto devido ao estresse hidrico
(Figura 43-B). A influéncia do estresse hidrico foi tdo intensa que as amostras
coletadas aos 21 DAP e 42 DAP se agruparam em PC1l positivo,
independentemente da época avaliada. Ha, no entanto, uma separacdo clara ao
longo do PC2 em relagdo a época de coleta das amostras, para o grupo controle
(sem estresse hidrico) (Figura 43-A). Nesta condigao, o grupo coletado aos 21 DAP
apresentou maiores teores de metabdlitos primarios, enquanto o grupo dos 42 DAP
apresentou maior quantidade de compostos fendlicos (dados n&o apresentados).

Para verificar a influencia do etil-trinexapac no metabolismo do eucalipto, foi
selecionado, isoladamente, as amostras sem estresse hidrico coletadas aos 21
DAP. Optou-se pela escolha deste grupo, uma vez que nesse periodo o potencial
estimulatdrio do produto, nas plantas, ja havia sido expressado, conforme observado
nas Figuras 32-A,C,D,EeF.
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O modelo construido para a época de coleta aos 21 DAP (Figura 44) utilizou
cinco componentes para explicar a variagdo do conjunto de dados, com R?X de
93,4%. A Figura 44-A mostra o grafico de pontuagdo dos componentes principais,

que representaram 80,8% da variancia, sendo 62,8% para PC1 e 18,1% para PC2.
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Figura 44. PLS-DA das amostras coletadas aos 21 dias ap6s o plantio (DAP), na
condigdo sem estresse hidrico, mostrando o grafico de scores de
dispersdao comparando as doses de etil-trinexapac (A); Grafico de
loadings (B) indicando os metabdlitos que mais contribuiram para a
separagao dos grupos no eixo do PC1 do grafico de PLS-DA; Grafico de
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loadings (C) indicando os metabdlitos que mais contribuiram para a
separagao dos grupos no eixo do PC2; Grafico indicando as rotas
metabdlicas mais afetadas pela aplicacéo de etil-trinexapac (D). 90 g e
150 g = doses de 90 e 150 g i.a. ha™ de etil-trinexapac, respectivamente.

A Figura 44-A mostra uma separagao pronunciada entre 0os grupos testados.
O grupo controle foi deslocado para o eixo positivo de PC2, enquanto as amostras
tratadas com etil-trinexapac foram agrupadas em PC2 negativo. Também foi
possivel detectar diferentes clusters com base nas diferentes doses do produto
testadas, em que as amostras pulverizadas com 90 g i.a. ha™* foram agrupadas em
PC1 positivo, e as de 150 g i.a. ha™, em PC1 negativo. Os compostos fendlicos, a- e
B-glicose, galactose, metionina e valina foram os principais metabdlitos que
aumentaram no eucalipto em decorréncia da aplicagdo de etil-trinexapac, conforme
observado no grafico de loadings para o PC2 (Figura 44-C). Além disso, para a
distingao das doses, foi observado uma maior quantidade de aminoacidos (alanina,
valina e leucina) nas amostras tratadas com 150 g i.a. ha, enquanto que para a
menor dose, os metabdlitos mais abundantes foram os agucares (como sacarose,
frutose e inositol) além de fenilalanina e galato (Figura 44-B). Com a aplicagédo do
produto, as rotas mais afetadas foram as do metabolismo da cisteina e metionina,

bem como a do metabolismo da galactose (Figura 44-D).

5. DISCUSSAO

A reducdo nas caracteristicas de trocas gasosas observadas em ambos
experimentos, para os tratamentos com restricdo hidrica (Figuras 3 e 23 a 27),
considerando-se as médias das doses de etil-trinexapac, estdo de acordo com
diversos trabalhos ja realizados com eucalipto (Susiluoto e Berninger, 2007; Granda
et al., 2011; Correia et al., 2014; 2018). Esses resultados se justificam pelo fato de
que a agua desempenha um importante papel para a manutengdo do metabolismo
celular (Warren et al., 2011), uma vez que suas propriedades influenciam
diretamente os constituintes da célula, como as estruturas das proteinas, acidos
nucleicos, membranas, entre outros (Chaves et al., 2003).

Quando ha limitagdo da disponibilidade hidrica, o fechamento estomatico é

uma das primeiras respostas observadas para plantas nessas condigdes (Correia et
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al., 2014; Utkhao e Yingjajava, 2015). Este processo restringe a perda de agua por
evapotranspiragao e ajuda a manter o balango hidrico na folha. Trabalhos recentes
tém demonstrado que tal resposta é resultado de uma complexa rede de sinalizagao
da qual o acido abscisico (ABA) apresenta fungao primordial (Zhang et al., 2006;
Jiang e Hartung, 2008), inclusive sendo reportado em plantas de eucalipto em
condigdes de restricao hidrica (Granda et al., 2011; Correia et al., 2014; 2018).

Através das analises de metaboldmica, foi observado que as plantas mantidas
sob restricao hidrica obtiveram uma maior concentracdo de carboidratos (frutose, a-
e B-glicose, sacarose, galactose e inositol) nos tecidos foliares em comparagao ao
tratamento controle (Figura 43-B). Essa resposta permite um efetivo ajuste osmotico
nas células, o qual € um dos processos que possibilita com que as plantas tolerem
certos periodos de estresse hidrico sem que haja um dano irreversivel no
metabolismo celular (Chaves et al., 2003). Plantas de eucalipto sob restricdo hidrica
podem sintetizar e acumular acidos organicos, agucares (como glicose, sacarose e
inositol) e aminoacidos (como prolina — Figura 38) (Merchant et al., 2006; Warren et
al., 2007; Foito et al., 2009; Warren et al., 2012), os quais, além de contribuirem para
a diminuigdo do potencial osmoético e consequente entrada de agua nas células,
também protegem as membranas das células e 0s complexos proteicos,
possibilitando com que o metabolismo celular continue funcionando (Chaves et al.,
2003).

Em contrapartida, o processo de fechamento estomatico também foi descrito
como importante consequéncia para a diminuicdo do CO,; no parénquima
fotossintético em respostas de longo prazo (Chaves et al. 2003, Vassileva et al.
2011), causando limitada assimilacdo de carbono, conforme observado no segundo
experimento (Figuras 23 a 27). Ja no primeiro experimento, constatou-se que a
restricdo hidrica resultou em maiores quantidades de carbono interno (Figura 3-D),
provavelmente devido a menor condutancia estomatica (Figura 3-C). Apesar disso,
as plantas desse tratamento apresentaram menores valores de eficiéncia de
carboxilagao instantanea (Figura 3-F), o que sugere que as moléculas de carbono
nao estavam sendo utilizadas na etapa quimica da fotossintese devido a diminuicéo

no metabolismo fotossintético resultante da limitagdo de agua, a qual é importante
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no processo de regeneracdo da RuBP e na atividade da Rubisco (Lawlor, 2002;
Parry et al., 2002).

Plantas de eucalipto sob restricdo hidrica tendem a apresentar uma atividade
limitada de trocas gasosas (Chaves et al. 2003; Susiluoto e Berninger, 2007; Correia
et al., 2014; Utkhao e Yingjajava, 2015) assim como observado em ambos
experimentos (Figuras 3 e 23 a 27). Esses resultados recorrentes sao justificados
pelo fato de a agua ter participacao direta na etapa fotoquimica da fotossintese, uma
vez que suas moléculas atuam como doadora de elétrons para a cadeia de
transporte de elétrons. Além disso, também sao essenciais na producdo de ATP,
pois apds o processo de fotolise da agua, os prétons H* sio liberados no interior do
tilacoide para posterior utilizacdo pela bomba ATP-sintase (Lawlor, 2002; Parry et
al., 2002).

No que tange aos valores de clorofila total, para o primeiro experimento foi
observado que a partir dos 20 DAP (Figura 8) a quantidade deste pigmento nas
folnas mantidas sob restricdo hidrica foram maiores em relagdo aquelas em
capacidade de campo. Correia et al. (2014) encontraram resultados semelhantes em
mudas de E. globulus, bem como maior concentragdo de carotenoides, e atribuiram
essa resposta a menor expanséao foliar, fato observado no primeiro experimento
somente para a dose de 150 g i.a. ha, ao final do periodo experimental (Tabela 9-
D) e para o segundo experimento até os 42 DAP (Figura 36-E). Os autores
ressaltaram que as altas quantidades de carotendides podem desempenhar fator
importante na protegao das clorofilas contra a fotodegradagédo, mantendo, com isso,
a capacidade fotossintética das plantas. Por outro lado, outra hipotese para a
manutengdo de altas quantidades desses pigmentos em plantas de eucalipto foi
levantada por Susiluoto e Beringer (2007). Os autores observaram que em
condicbes de restricdo hidrica, ha uma maior relagao raiz/parte aérea, também
reportada por Li e Wang (2003), aumentando, com isso, a capacidade de exploragao
do solo e absorgao de agua e nutrientes (principalmente nitrogénio).

Para as avaliacbes de eficiéncia quantica do fotossistema Il, foi possivel
observar maiores valores (p<0,05) nos tratamentos sem restricdo hidrica (Figuras 6
e 2.30), mas, apesar desta diferenga, € importante ressaltar que todos os valores

anotados estdo dentro da faixa de plantas saudaveis (0,75 a 0,85; Schreiber et al.
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1994). Susiluoto e Berninger (2007) e Correia et al. (2014) encontraram resultados
diferentes trabalhando com E. microtheca e E. globulus, respectivamente. Em
ambos trabalhos, os autores relataram que as plantas estressadas obtiveram
maiores valores para F,/Fn, e relacionaram esses resultados a maior concentragcéo
de clorofila nas folhas. Assim, uma possivel justificativa para a diferenga entre os
resultados encontrados aqui, e os trabalhos anteriormente citados, se deve ao fato
de que as avaliagcbes de F,/F, ocorreram até os 15 DAP, momento em que a
concentracado de clorofila nas plantas dos tratamentos sem restricao hidrica ainda
possuiam maiores quantidades deste pigmento (Figuras 8 e 31-C).

Mesmo havendo diferengas nas trocas gasosas entre os tratamentos com e
sem restricdo hidrica, relatados anteriormente, as testemunhas sem aplicagdo de
etil-trinexapac nao diferiram entre si para produ¢ao de biomassa ao final do primeiro
experimento (Tabela 9-E), conduzido em 40% da capacidade de campo. Assim, foi
feita a adaptacdo dos valores de restricdo hidrica para 30% da capacidade de
campo, resultando em uma massa seca total 87% maior para os eucaliptos com
irrigacéo abundante (Figura 36-E).

Em relacdo ao efeito das doses de etil-trinexapac nas trocas gasosas do
primeiro experimento, nao foi observado resposta positiva para essas caracteristicas
em ambas condi¢gbes hidricas até os 15 DAP (Figuras 4 e 5). Apesar disso, néo
houve efeito deletério as caracteristicas fotossintéticas do eucalipto no presente
experimento, 0 que mantém a hipotese levantada por Pires et al. (2013), de que este
produto ndo é nocivo ao aparato fotossintético das plantas (Figuras 7 e 12).

No primeiro experimento, foi verificado que a dose de 150 g i.a. ha™ foi a que
proporcionou 0 maior incremento na massa seca total (MST) do eucalipto aos 90
DAP, com acréscimo de 49,7% (Figura 12). Em experimento conduzido em
condigbes de campo, Correia e Villela (2015) relataram acréscimo de 29% no
diametro da copa do eucalipto aos 45 dias apds a aplicacéo de 200 g i.a. ha™ de etil-
trinexapac. Neste caso, o produto foi aplicado aos 46 DAP das mudas, ou seja, as
plantas ja se encontravam com o sistema radicular estabelecido. Bacha et al. (2017),
trabalhando com o clone 1-144 de E. urophylla até os 90 DAP, relataram ganhos de
até 30% nesta mesma caracteristica, utilizando 30 g i.a. ha™ de etil-trinexapac. Ja

Pires et al. (2019) obtiveram aumento de 76% na biomassa da parte aérea aos 35
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DAP, para o clone GG-100 de E. urograndis, utilizando a dose de 15 g i.a. ha™.
Ganhos em produtividade (13,3%) também foram observados por Bacha et al.
(2018), ao pulverizarem 30 g i.a. ha™ deste produto, e conduzirem experimento por
81 DAP em condigdes limitantes de fésforo.

Como descrito acima, varios trabalhos verificaram efeito positivo de etil-
trinexapac em distintos clones de eucalipto, no entanto, nenhum deles teve como
objetivo principal avaliar a dose que causa o maior estimulo ao crescimento das
plantas. Assim, os resultados obtidos no primeiro experimento podem ser um ponto
de partida para futuros estudos que objetivem avaliar o efeito de etil-trinexapac em
condi¢cbes de campo, inclusive considerando aplicagdes sequenciais, com o intuito
de se manter tal efeito positivo até a colheita do eucalipto.

No que tange as doses do produto, foi observado que a agua foi condigéao
limitante para a n&do obtencdao do crescimento extra, proporcionado pelo etil-
trinexapac, uma vez que somente as plantas sem restricdo hidrica obtiveram o efeito
estimulatorio (Tabela 9-E). Esses resultados estdo em concordancia com os obtidos
no segundo experimento, conduzidos em 30% da capacidade de campo (condi¢gao
mais estressante em comparagdo ao 1° experimento). No entanto, vale ressaltar a
tendéncia de maiores valores para a dose de 150 g i.a. ha™ nas caracteristicas de
matéria seca apos a adubacgédo (Figuras 34-C, D e F), e da maior area foliar para a
dose de 90 g i.a. ha™ (Figura 34-E).

O etil-trinexapac € uma acilciclohexanediona que atua nas fases finais da
biossintese da giberelina (Rademacher, 2000). Apesar disso, Rademacher (2016)
ressalta que em alguns casos é possivel haver uma resposta paradoxal das plantas
a esse produto, uma vez que € esperado que haja uma drastica redug¢ao no nivel de
acido giberélico ativo (GA;) por conta da inibicdo da enzima 3(-hidroxilase
(Nakayama et al., 1990) e assim aumentando acentuadamente seu precursor
biossintético imediato, 0 GAz, (Adams et al., 1992; Davies, 1995). No entanto, além
de evitar a hidroxilagdo na posi¢céo 38, para a formagéao de GA; (Adams et al., 1992),
Hisamatsu et al. (1998) observou que este produto também inibe a hidroxilagdo na
posi¢cao 283, evitando com que as giberelinas GA; ja existentes na planta sejam
transformadas em GAg (forma inativa do composto). Assim, trés hipdteses séo

levantadas como as causas dos efeitos promotores observados nas plantas de
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eucalipto, as quais podem ocorrer simultaneamente e espera-se poder serem
elucidadas com as analises de dosagem hormonal que serédo realizadas em breve,
sdo elas: i) o acumulo de GA;, devido a ndo conversao para GAg, prolongou sua
agao nas plantas; ii) o acumulo de GA,g, devido a sua n&o conversao para GA,, fez
com que houvesse uma superexpressao de GA; apds a degradacdo do etil-
trinexapac; iii) a oscilagdo na rota de biossintese da giberelina, ocasionada pelo etil-
trinexapac, ocasiona um desbalango hormonal na planta, podendo, assim, haver
uma superproducao de outros hormdnios (ou um efeito sinérgico entre eles),
resultando nos efeitos positivos observados aqui e em outros trabalhos (Pires et al.,
2013; 2019; Correia e Villela, 2015; Bacha et al., 2017, 2018).

Como nao foram encontradas diferengas constantes nas caracteristicas
fotossintéticas do eucalipto nos primeiros 15 dias apds a aplicagdao do produto
(Figuras 4, 5 e 7) no primeiro experimento; e também especialmente pelo fato de no
segundo experimento a dose de 150 g i.a. ha™ de etil-trinexapac ter proporcionado
menores valores de assimilagao liquida de CO, que os demais tratamentos (Figuras
13-A a 17-A) nas avaliagdes iniciais, obtendo, apesar disso, massa seca do caule
63,2% maior que a testemunha aos 42 DAP (Figura 32-C); hipotetizamos que um
aumento no metabolismo fotossintético do eucalipto possa ter ocorrido mais
tardiamente, como € possivel observar nas analises de metabolismo primario das
plantas coletadas aos 42 DAP (Figura 41), em que houve a distingdo dos
tratamentos comparados, em sua maioria, por carboidratos. Com o grafico de
loadings dos 21 DAP, foi possivel constatar que os metabdlitos metionina, a- e 3-
glicose, galactose, valina e os compostos fendlicos, foram as substancias que mais
contribuiram para a distingdo entre os grupos das plantas aplicadas e do controle
(Figura 44-C). No entanto, devido a impossibilidade de quantificacdo dos compostos,
nao foi possivel mensurar com exatiddo a participacdo dessas moléculas na
resposta bioldgica. Apesar disso, ja se sabe que as rotas de metabolismo cisteina,
metionina e da galactose apresentam elevada importancia no processo (Figura 44-
D). Assim, para estudos futuros, sugere-se a utilizagdo de um LC-MS (cromatografia
liguida acoplada a um espectrdbmetro de massas) para a quantificacdo dos

metabdlitos encontrados.



88

Os processos fisiologicos que ocasionam o efeito estimulatério em
decorréncia da aplicacdo de etil-trinexapac ainda nao foram elucidados, de todo
modo, mais pesquisas que objetivem estudar os efeitos deste regulador de
crescimento vegetal na cultura do eucalipto devem ser realizadas, principalmente
trabalhos que avaliem as alteragcbes hormonais nas plantas. Assim, a compreensao

deste processo pode levar a aumentos de produtividade em um futuro proximo.

6. CONCLUSOES

O etil-trinexapac ocasionou efeito estimulatério nas mudas de eucalipto,
sendo a dose de 150 g i.a. ha™ aquela que proporcionou maior crescimento as
plantas. Apesar disso, este produto ndo proporcionou a hormesis completa (efeito
bifasico, sendo estimulatério em baixas doses, seguido de efeito deletério em altas
doses) no eucalipto, ndo sendo téxico as plantas até a dose de 300 gi.a. ha™.

A restricdo hidrica foi condi¢ao limitante ao crescimento do eucalipto, assim,
as plantas nessas condi¢des nao sofreram efeito estimulatério do etil-trinexapac.

O etil-trinexapac ocasionou alteragdes no metabolismo primario das plantas
de eucalipto cultivadas sem restricdo hidrica, possivelmente resultando em uma
maior producdo de carboidratos. No entanto, mais pesquisas que objetivem estudar
os efeitos deste regulador de crescimento vegetal na cultura do eucalipto devem ser
realizadas, principalmente trabalhos que avaliem as alteragcbes hormonais nas

plantas.
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