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RESUMO GERAL

Nos ultimos anos, a elevada demanda do mercado por produtos oriundos de
florestas plantadas levou a expansao das areas de plantio, com isso investidores
buscando a implantacdo de culturas com elevada producdo e baixo custo de
implantagdo comecaram a explorar varias partes do pais, e encontraram no
Tocantins condi¢des ideais para a implantacédo e exploracéo de florestas plantadas,
por possuir areas extensas e prec¢o da terra reduzido. Entretanto, essa atividade vem
se expandindo no Estado sem um planejamento prévio quanto a selecdo do melhor
material para cada regido. Uma vez que o Estado apresenta temperaturas elevadas
e baixos niveis de precipitacdo durante o ano, Sdo necessarios estudos sobre as
espécies mais adaptadas as condigdes edafoclimaticas regionais, principalmente no
que se refere a resisténcia dos materiais ao estresse hidrico. Com isso, objetivou-se
neste estudo avaliar as respostas fisioldgicas, bioguimicas e morfolégicas, em trés
clones de eucalipto submetidos a estresse hidrico. O experimento foi instalado em
fevereiro de 2017 na Estagédo Experimental da Universidade Federal do Tocantins,
Campus de Gurupi em casa de vegetacao. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado em um esquema fatorial 3x3, com trés clones (Clone 1- Eucalyptus
urophylla, Clone 2- E. urophylla x E. grandis, Clone 3- E. urophylla x E.
camaldulensis) e trés manejos hidricos (Irrigado, retomada da irrigacdo e déficit).
Foram utilizadas dez plantas de cada espécie em cada tratamento, sendo seis
plantas para avaliacdo das variaveis bioquimicas e quatro plantas para avaliacbes
das variaveis fisiologicas e morfoloégica. As plantas foram avaliadas quanto
condutancia estomatica (gs), taxa de assimilacdo liquida de carbono (A), taxa de
transpiracéo (E), eficiéncia da carboxilacéo (A/Ci) e eficiéncia instantanea no uso de
agua (EUA), teor de clorofila a e b, prolina, atividade de enzimas do mecanismo
antioxidante (superoxido dismutase e catalase) e matéria seca total. Foram obtidas
respostas diferentes dos materiais avaliados em relacdo aos manejos hidricos.

O clone 2 apresentou 0os menores valores de condutancia estomatica (0,005 mol.m’
2s), taxa de assimilacdo liquida (7,08 umol.m?.s™), eficiéncia da carboxilacdo
(0,028 pmol.m?.s™?) e eficiéncia do uso da &gua (2,12 pmol.mmol™), e maior
atividade da catalase no manejo irrigado (7,90, podendo indicar maior sensibilidade
as condic¢des climaticas da regido. Entretanto, o clone 3 apresentou resultados que
evidenciaram boa adaptabilidade em condi¢des 6timas de disponibilidade hidrica.

As maiores taxas de assimilacdo liquida de carbono (10,57 pmol.m?s™) e
condutancia estomatica (0,20 mol.m?.s™), apresentadas no regime de retomada da
irrigacdo mostram que o clone 1 apresenta uma rapida recuperacao do crescimento.
No manejo de déficit hidrico, pode-se notar que os maiores valores de condutancia
estomatica (0,07 mol.m?s?), taxa de assimilacdo liquida (8,05 pmol.m?s™),
eficiéncia da carboxilacdo (0,056 pmol.m?.s™?) e eficiéncia do uso da agua (4,18
pmol.mmol ™), foram obtidos pelo clone 3, mostrando ser o mais indicado para
plantio em areas com baixa disponibilidade hidrica. Por outro lado, as menores taxas
de assimilacdo liquida de carbono e o maior teor de prolina apresentados pelos
clones 1 e 2 indicam maior sensibilidade desses materiais em condicdes de déficit
hidrico.

Palavras chave: Manejo hidrico, variaveis fisioldgicas, clima, deficiéncia hidrica.



GENERAL ABSTRACT

In recent years, the high market demand for products from planted forests has
led to the expansion of planting areas, with investors seeking the implantation of
crops with high production and low implantation costs, began to explore several parts
of the country, and found in the Tocantins ideal conditions for the implantation and
exploitation of planted forests, for having extensive areas and reduced land prices.
However, this activity has been expanding in the state without prior planning as to the
selection of the best material for each region. Since the state presents high
temperatures and low levels of precipitation during the year, studies are needed on
the species most adapted to the regional edaphoclimatic conditions, especially with
respect to the resistance of the materials to the water stress. The objective of this
study was to evaluate the physiological, biochemical and morphological responses in
three eucalypt clones subjected to water stress. The experiment was installed in
February 2017 at the Experimental Station of the Federal University of Tocantins,
Campus de Gurupi under greenhouse conditions. A completely randomized design
was used in a 3x3 factorial scheme, with three clones (Clone 1- Eucalyptus
urophylla, Clone 2- E. urophylla x E. grandis, Clone 3- E. urophylla x E.
camaldulensis) and three water manures (Irrigated, resumption of irrigation and
deficit). Ten plants of each species were used in each treatment, being six plants for
the evaluation of the biochemical variables and four plants for evaluations of the
physiological and morphological variables. The plants were evaluated for stomatal
conductance (gs), net carbon assimilation rate (A), transpiration rate (E),
carboxylation efficiency (A / Ci) and instant water use efficiency (USA), chlorophyll
content aeb, proline, enzyme activity of the antioxidant mechanism (superoxide
dismutase and catalase) and total dry matter. Different responses were obtained
from the evaluated materials in relation to water management. Clone 2 showed the
lowest values of stomatal conductance (0.005 mol.m-2.s-1), net assimilation rate
(7.08 ymol.m-2.s-1), carboxylation efficiency (0.028 ymol.m And water use efficiency
(2.12 umol.mmol-1), and higher activity of catalase in irrigated management (7.90,
indicating greater sensitivity to the climatic conditions of the region). clone 3
presented results that showed good adaptability under optimal conditions of water
availability. The highest rates of net carbon assimilation (10.57 pmol.m-2.s-1) and
stomatal conductance (0.20 mol.m-2.s-1), presented in the regimen of irrigation
recovery show that the clone 1 exhibits rapid growth recovery. In the management of
water deficit, it can be observed that the highest values of stomatal conductance
(0.07 mol.m-2.s-1), net assimilation rate (8.05 ymol.m-2.s-1) , the efficiency of the
carboxylation (0.056 pmol.m-2.s-1) and water use efficiency (4.18 pmol.mmol-1)
were obtained by clone 3, showing to be the most suitable for planting in areas with
low water availability. On the other hand, the lower rates of net carbon assimilation
and the higher proline content presented by clones 1 and 2 indicate higher sensitivity
of these materials under water deficit conditions.

Key  words: Water  management, physiological  variables, climate,
water deficiency.
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1 INTRODUCAO

Em 2016, a area ocupada por plantios florestais de Eucalyptus no Brasil,
totalizou uma area de 5,7 milhdes de hectares, sendo 116.798 hectares plantados
no Tocantins (IBA, 2017). Entre as espécies mais culttivadas atualmente no Brasil
estdo o Eucalyptus grandis, o Eucalyptus camaldulensis e Eucalyptus urophylla,
entre outras. Além de cruzamentos desenvolvidos entre as espécies, resultando em
hibridos, como € o caso do Eucalyptus urograndis (E. grandis X E. urophylla)
(EMBRAPA, 2011).

Ainda que a espécie tenha apresentado um crescimento expressivo tanto em
area quanto em producéo, dados levantados pela Industria Brasileira de Arvores
mostram que houve um menor crescimento da produtividade da espécie nos ultimos
cinco anos, sendo este crescimento mais timido atribuido ao impacto das alteracdes
climaticas no regime de chuva de grande parte do territdrio nacional, além do avanco
do plantio para novas fronteiras florestais (IBA, 2017).

O estresse hidrico € um dos fatores ambientais mais importantes que pode
regular o crescimento e desenvolvimento, limitando a producdo e levando a
ocorréncia de mudancas em todo o funcionamento bioquimico e fisiolégico das
plantas (ZOBAYED et al., 2007).

Ha uma série de reagbes na planta quando essa sofre estresse hidrico, de
modo geral, as respostas fisioldgicas e bioquimicas levam primeiro a aclimatacéo e,
logo depois, quando o estresse hidrico torna-se mais severo ocorrem danos
funcionais e perdas de parte das plantas (CHAVES et al., 2003).

Na fase de aclimatacéo, o estresse hidrico tipicamente resulta em diminuiges
nas taxas de crescimento devido a inibicdo da expanséo celular, reducdes na
assimilacdo do carbono (OSORIO et al., 1998) e na utilizacdo dos carboidratos, por
alterar, basicamente, a eficiéncia com que os fotoassimilados séo convertidos para o
desenvolvimento de partes novas na planta, ocasionando mudancas na particdo dos
carboidratos e condicionando as plantas a desenvolverem mecanismos de
adaptacao e tolerancia a seca (SANCHES, 2012).

Apesar de povoamentos florestais mostrarem alguma plasticidade para lidar
com condigBes instaveis, o crescimento e a vitalidade devem sofrer com as

mudancas no tempo e a duracdo do estresse hidrico. As respostas induzidas pelo
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estresse hidrico em plantas incluem altera¢cdes nas concentracdes de uma grande
variedade de metabdlitos, proteinas protetoras, horménios, alteracfes na membrana
celular, carboidratos e altera¢des na expressao de genes (REDDY, 2004).

O déficit hidrico diminui progressivamente a taxa de assimilacdo de CO,
devido a redugdo da condutancia estomatica e também induz a redugdo dos
conteudos e atividades das enzimas do ciclo de reducdo de carbono fotossintéticos
(REDDY, 2004). Estas respostas dependem da espécie, do estadio de
desenvolvimento, do estado metabdlico da planta e da duracdo e intensidade do
estresse.

Devido a importancia da prevencdo da perda extensiva de producao
ocasionados pela seca em plantacdes de Eucalyptus, considerando a extensa area
ocupada mundialmente por essa espécie, sua importancia econémica, bem como,
0s plausiveis cenéarios de alteragcbes climaticas que preveem um aumento do
estresse hidrico em determinadas zonas do Brasil, como é o caso do Estado do
Tocantins, este estudo pretende interligar informacfes a respeito dos processos
envolvidos na tolerancia a seca.

Diante do exposto o presente estudo permitird reunir uma vasta gama de
dados extremamente Uteis em programas de melhoramento, onde pretende-se
encontrar indicadores capazes de assegurar a selecdo precoce de plantas no
cenario de alteracbes climaticas e selecionar os melhores materiais para

propagacao em viveiro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Eucalipto

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae, ordem Myrtales das
Angiospermas. Segundo Macedo et al. (2008), o género engloba mais de 600
espécies e grande numero de variedades e hibridos que se adaptam facilmente a
diversas condic¢des de solo e clima (ANDRADE, 1961; CIB, 2014).

As principais espécies cultivadas atualmente no Brasil incluem o Eucalyptus
grandis, o Eucalyptus camaldulensis e Eucalyptus urophylla, entre outras. Além
disso, foram desenvolvidos cruzamentos entre as espécies, resultando em hibridos,
como é o caso do Eucalyptus urograndis (E. grandis X E. urophylla) (EMBRAPA,
2011).

Entre as diversas espécies de eucalipto o Eucalyptus grandis apresenta a
maior area plantada no Brasil, por possuir elevada qualidade da madeira para
serraria e celulose. Além disso, apresenta fuste ereto, desrrama espontanea e um
maior incremento volumétrico em comparacio a outras espécies. E uma espécie
sensivel ao fungo Cryphonectria cubensis, agente causal do “cancro bacteriano”,
quando plantada em regibes tropicais Umidas. E bastante empregada em programas
de melhoramento na obtencao de hibridos, pois possui elevada plasticidade genética
(MORA e GARCIA, 2000).

Eucalyptus camaldulensis é conhecida por ser uma espécie adaptada as mais
diversas condicdes de solo e clima, podendo se desenvolver em condi¢cdes
consideradas limitantes para outras espécies, como baixa disponibilidade hidrica e
problemas relacionados ao solo. No Brasil, é plantada desde o Sul ao Nordeste,
podendo ocupar os ambientes mais diversos, sendo tolerante a condigbes de
inundacdes temporarias, assim como temperaturas elevadas e seca, apresenta
madeira com coloracdo avermelhada, apta para serraria, postes, dormentes, lenha e
carvao (DEL QUIQUI e outros, 2001).

A espécie Eucalyptus urophylla, € oriunda do norte da Australia, € considerada
rustica em relacdo as outras espécies. Aléem de apresentar resisténcia ao déficit
hidrico, possui grande estabilidade genética. E uma das espécies de maior interesse

no Brasil, por ser resistente ao cancro do eucalipto, sendo muito utilizada na
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producdo de hibridos (FERREIRA, 1992; MORA e GARCIA, 2000; BARROSO,
1999).

Por possuir boa adequacéo ao clima e ao solo do pais e crescimento rapido, a
cultura do eucalipto apresenta ciclo de producéao relativamente curto (BARRETO et
al., 2007) e alta produtividade, sendo assim a espécie mais difundida em territorio
nacional.

A area povoada por plantios florestais no Brasil totalizou 7,8 milhdes de
hectares em 2015, sendo 71,8% correspondente a area de plantios de Eucalyptus,
ou seja, mais de 5 milhbes de hectares, sendo que o0s principais plantios estao
localizados nos Estados de Minas Gerais (25,2%), Sao Paulo (17,6%) e Mato
Grosso do Sul (14,5%) (IBA, 2015).

O aumento de investimentos e investidores e também a atencdo destinada
pelas empresas resultaram na expansao da cultura da espécie no pais, que a
exploram como matéria prima para varios seguimentos, dentre eles a extracdo de
esséncias, producdo de mourdes, carvao, papel e celulose, etc (PAIVA e VITAL,
2008).

Segundo dados da Associacdo Brasileira de Produtores de Florestas
Plantadas, os estados de Mato Grosso do Sul, Maranh&o, Tocantins, Minas Gerais e
Para, foram os que obtiveram maiores indices de crescimento em &rea plantada com
espécies florestais no ano de 2010 (com valores respectivos de 27,4%; 10,2%;
7,2%, 6,4% e 6,4%) (ABRAF, 2011).

O género Eucalyptus tem sido muito aproveitado e a sua producdo tem
abrangido os setores da industria de madeira processada, energia, papel e celulose.
O d6leo combustivel em caldeiras pode ser substituido pelo carvéo vegetal oriundo de
eucaliptos, porém, o uso da cultura para serraria ainda € principiante no Brasil, por
consequéncia da exploracgéo ilegal de madeira de espécies nativas em locais como a
Amazobnia. Devido as necessidades do mercado consumidor, que se preocupa com
a preservacdo de florestas nativas e com a producdo sustentavel, a utilizacdo dos
produtos florestais proveniente de florestas plantadas tem aumentado (OLIVEIRA,
2012).

Segundo Arruda et al. (2011), para atender a demanda mundial de papel, a
industria de celulose vem obtendo incrementos expressivos de producédo, o que faz

que haja aumento da demanda de matéria-prima. Conforme Almeida (2008), a
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necessidade de aumento de producao faz com que as empresas do setor procurem
opc¢Oes de manejo que aumentem a produtividade florestal.

De acordo com Tonini et al. (2006), a instancia de se obter florestas cada vez
mais produtivas, objetivando uma ou outra caracteristica da madeira, seja uma maior
densidade, baixos teores de extrativos ou outras caracteristicas, vem atraindo as
empresas brasileiras a investir ainda mais em programas de melhoramento genético
e técnicas que possibilitem uma maior homogeneidade da matéria prima, permitindo
um aumento da qualidade final do produto.

As areas que apresentam vegetacao nativa remanescente sdo impactadas de
maneira positiva pelo cultivo do eucalipto, de forma que a espécie enseja um alivio
na demanda crescente de madeira devido a sua alta produtividade em volume de
madeira (MARCHIORI e SOBRAL, 1997).

Vellini (2008) relata que plantios desta espécie sdo encontrados espalhados
por quase todo o territério nacional, de modo que uma vasta area de cultivo
apresenta fatores que limitam o desenvolvimento das plantas, como diversos niveis
de estresse hidrico.

Deste modo, de acordo com Stape et al. (2004), é dificil a escolha de
individuos adaptados, tornando-se necessario identificar os materiais mais
promissores para cada situagdo. A identificacdo destes materiais pode se dar
através do emprego de -caracteristicas fisiolégicas adequadas para selecéo,
beneficiando o melhoramento genético (NOGUEIRA et al., 2001), buscando
equilibrio entre os caracteres que otimizam o0 crescimento com aqueles que

conferem maior resisténcia a seca (PITA et al., 2005).

2.2 Eucalipto no Estado do Tocantins

O Estado do Tocantins pertence a regidao Norte do Brasil e esta localizado numa
zona de transicao geografica, possuindo dois dos principais dominios vegetacionais
gue cobrem o pais: a Amazdbnia, com uma extensa area de Floresta Ombrdfila, e o
Cerrado, que, além da savana, inclui Florestas Estacionais representadas pelo
Cerradéo e areas Ribeirinhas (RIZZINI, 1997).

De acordo com a Industria Brasileira de Arvores, no ano de 2015, o Estado
apresentava uma area de 116.250 hectares de florestas plantadas com eucalipto
(IBA, 2016). Conforme a Secretaria de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, que é



18

a entidade do governo estadual que vem criando politicas para estimular o setor, ha
uma previsao de aumento para mais 350.000 hectares, nos préximos trés anos.

A implantacdo e exploracédo de florestas plantadas com esséncias florestais
exoticas ou ndo, é uma realidade no Estado, sendo apontada como alternativa de
renda “sustentavel”’. Entretanto, essa atividade vem se expandindo em areas de
pastagens degradadas e avancando sobre &reas de vegetacdo nativa pela
supressdo do Cerrado, cuja biomassa € convertida em carvao. Esse panorama
ressalta a necessidade de geracdo de conhecimento cientifico acerca dos impactos
sobre a biodiversidade do bioma, bem como, sobre as espécies mais adaptadas as
condicdes edafoclimaticas regionais e as formas mais adequadas de manejo dessas
espécies.

Os plantios do eucalipto no Tocantins séo relativamente recentes. A principal
utilizacdo da madeira no mercado € para geracdo de energia (sobretudo a secagem
de gréos), a producdo de carvao para fins siderdrgicos e madeira tratada, em todos
0s casos ainda em baixa escala (SEMADES, 2013a).

O cultivo do eucalipto no Tocantins teve inicio com a criacdo do Estado por
volta dos anos de 1990 a 1992, tinham como principal finalidade a sustentabilidade
das fazendas, eram constituidos de pequenas areas de no maximo cinco hectares
(JESUS, 2014).

De acordo com os dados levantados pela ABRAF, em 2005 no Tocantins
foram registrados 2.124 hectares de plantio de eucalipto. Estes plantios foram
realizados em carater experimental por determinadas empresas do ramo de celulose
interessadas em implantar fabricas na regido. Em 2012 o plantio de eucalipto atingiu
109.000 hectares, saltando para 116.250 em 2015 (ABRAF, 2013; IBA, 2016).

O eucalipto possui uma capacidade muito grande de adaptacao e potencial de
desenvolvimento. Devido as condi¢bes edafoclimaticas, o eucalipto vem sendo
plantado comercialmente de forma crescente no Tocantins, mas, a0 mesmo tempo,
requer atencdo e cuidados adequados para se atingir a taxa de sucesso e
produtividades almejadas (SEMADES, 2013a).

Ainda que no mercado comercial existam muitos clones com o possivel
potencial de adaptacdo para a regido quente e seca, ha algumas restricbes com
relacdo a escolha do manejo, o que é um desafio para produtor. Ainda assim, a
regido sul do Tocantins apresenta uma melhor oportunidade de investimento em

comparacao a muitos paises (SILVA, 2011).
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Na regido sul do Tocantins as concentragcdes de plantios com eucalipto
encontram-se nos municipios de Dueré, Sdo Valério, Ponte Alta, Peixe, Parand e
Conceicéo do Tocantins. Essa regido tem sido bastante procurada atualmente para
ampliacdo da area de plantios florestais, no entanto, com base no mapeamento a
maioria destes municipios esta incluida em &reas com restricbes ao plantio,
decorrentes de solos rasos e pedregosos, principalmente em Dueré. Excecdo do
municipio de Peixe e regido do entorno (SEMADES, 2013a).

2.3 Estresse hidrico

A deficiéncia hidrica é um dos fatores ambientais que diminuem o
desenvolvimento e o crescimento vegetal, e apresenta uma das limitacdes de maior
importancia a distribuicdo e a produtividade dos vegetais, exercendo influéncia
negativa a uma meédia de 10% das areas agricolas do mundo (BARTELS e
SUNKAR, 2005).

As espécies de Eucalyptus podem apresentar diferencas em relacdo a
resisténcia a seca. Algumas desenvolvem capacidades que as tornam tolerantes,
suportando potenciais hidricos severos, outras apenas desenvolvem uma
capacidade reduzida de controle da transpiracdo, ou ndo desenvolvem nenhuma
capacidade (LIMA, 1996).

Conforme Martins et al. (2007) mudas de Eucalyptus grandis sdo capases de
se desenvolverem em temperaturas entre 10 e 36°C. Quanto a umidade relativa,
podem suportar valores minimos de 35% e maximo de 84%.

As respostas de plantas de eucalipto ao estresse hidrico podem variar muito
dependendo da espécie, do gendtipo, do estagio de desenvolvimento da planta, da
intensidade e duracédo do estresse (RODRIGO, 2007; TAIZ e ZEIGER, 2009) e estao
relacionadas a outros fatores, entre eles as alteracbes morfoldgicas (altura,
diametro, biomassa) e fisioldgicas (eficiéncia no uso da agua, potencial osmatico,
conduténcia estomatica, taxa de crescimento, transpiracdo, fotossintese, potencial
hidrico foliar) (LI; WANG, 2003; MERCHANT et al., 2007; COOPMAN et al., 2008;
PEREIRA et al., 2010).

Tatagiba et al. (2007), observaram haver reducdo da matéria seca total de
clones de E. grandis x E. urophylla em condicdo de estresse hidrico. Ao avaliar

sitomas de deficiéncia hidrica, Silva (2013) observou que mudas clonais de E.
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camaldulensis x E. grandis mostraram maior resisténcia, quando comparadas a
mudas de E. grandis x E. urophylla, que apresentaram danos mais severos.

O entendimento dos mecanismos de tolerancia a falta de agua pelas plantas
torna-se assim fundamental para uma selecdo criteriosa de gendtipos tolerantes a
esta limitacdo ambiental, de forma a promover a exploracdo economicamente viavel
(EVANS, 1972).

2.3.1 AlteracOes fisiologicas e metabodlicas em plan  tas submetidas a
estresse hidrico

Apesar de povoamentos florestais mostrarem alguma plasticidade para lidar
com condi¢cbes instaveis, o crescimento e a vitalidade devem sofrer com as
mudancas no tempo e a duracdo do estresse hidrico. As respostas induzidas pelo
estresse hidrico em plantas incluem altera¢cdes nas concentracdes de uma grande
variedade de metabdlitos, proteinas protetoras, horménios, alteracfes na membrana
celular, carboidratos e alteracdes na expressao de genes (REDDY, 2004).

Ao avaliarem os efeitos do estresse hidrico em plantas de Eucalyptus
camaldulensis, Cha-um e Kdmanee (2012), observaram incremento no conteudo de
prolina, degradacdo dos pigmentos fotossintéticos, mudangcas no rendimento
fotoquimico do fotossistema Il e diminuicdo do crescimento de plantas, como
também, reducdo na area foliar. Lemcoff et al. (1994) trabalhando com o mesmo
clone, notaram que as plantas apresentaram redugdo no ajustamento estomatico.
Segundo os autores, esses aspectos atribuem maior resistencia ao déficit hidrico,
podendo serem utilizados em programas de melhoramento na selecdo de genotipos

resistentes.

2.3.2 Enzimas antioxidantes (SOD, APX e CAT)

O estresse oxidativo € uma resposta da planta, que se manifesta em rapida e
transitéria geracdo de EROs (APEL & HIRT 2004), quando a planta é submetida a
estresse bidtico e/ou abiotico. A producéo adicional de EROs nas células vegetais
altera a taxa de sua eliminacao pelos sistemas antioxidantes (HALLIWELL, 2006).

Para mitigar os danos oxidativos causados pelas EROs, as plantas possuem
um complexo sistema antioxidativo de defesa, envolvendo antioxidantes de baixa

massa, composto por moléculas hidrofilicas como o acido ascobico e a glutatina
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reduzida, ou lipofilicas como o a-tocoferol e os caratendides, e por enzimas
antioxidantes tais como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), glutationa peroxidase (GPX), peroxidase ndo especificas (POX),
redutase da glutationa (GR), monodesidroascorbato redutase (MDHA) e
desidroascorbato redutase (DHAR) (GILL e TUTEJA, 2010). Além disso, as enzimas
do sistema antioxidante sdo bastante sensiveis as condi¢cdes de estresse ambientais
servindo como sinalizadores do estresse, como também podem indicar que a planta
estd mais estressada. Assim, 0 papel das enzimas antioxidantes em situacdes de
estresse é o de controlar a acumulacdo de EROs e assim limitar os danos oxidativos
(SHARMA et al., 2012).

A enzima superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) € considerada a primeira
barreira enzimatica contra o estresse oxidativo (APEL; HIRT, 2004), é uma
metaloprotemamultimérica, Unica enzima, das plantas, capaz de eliminar o poder
téxico causado pelo radical O,e-, formando-se H,O, que é posteriormente eliminado
pela CAT ou através da APX (SHARMA et al., 2012). A SOD encontra-se presente
em todos os compartimentos celulares, sejam mitocondrias, cloroplastos,
glioxissomas, peroxissomas, apoplasto e citosol, sendo produzido em todos locais
onde a cadeia transportadora de elétrons encontra-se presente (GILL; TUTEJA,
2010).

O segundo sistema de prevencado é muito mais simples, sendo formado pela
enzima catalase (CAT, EC 1.11.1.6) que atua na dismutacdo do peroxido de
hidrogénio (H,02) em oxigénio e agua. E uma enzima tetramérica que contém um
grupo heme (MITTLER, 2002). Em plantas, a CAT é encontrada nos peroxissomos,
glioxissomos, citosol e mitocéndrias, porém a sua localizacdo é quase restringida
aos peroxissomas onde funciona essencialmente para remover o H,O, formado
durante a fotorespiracao, o que limita dessa forma a sua capacidade para manter os
teores de H,O, baixos o suficiente para prevenir danos noutros compartimentos
celulares, como nos cloroplastos (CARVALHO, 2008).

A ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) sdo membros de classe | da
super-familia de heme-peroxidases, cujo grupo prostético é a protoporfirina e séo
reguladas por sinal redox de H,O,. A APX apresenta alta especificidade por
ascorbato como substrato redutor e catalisa a reducdo de H,O, onde ocorre a
oxidacdo de ascorbato, reacdo que resulta em monodeidroascorbato (MDHA) e H,O

(SHARMA et al., 2012). A regeneracdo do ascorbato € mediada no ciclo Halliwell-
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Asada. As APXs sao encontradas em plantas superiores, cloréfitas e algas
vermelhas. Apresentam-se localizadas no citosol, em membranas dos peroxissomos
e em cloroplastos (estroma e membranas dos tilacéides) (GILL e TUTEJA, 2010).

Elementos antioxidantes nado-enzimaticos como ascorbato (ASC) e a
glutationa (GSH) séo cruciais na defesa contra estresse oxidativo, exercendo papel
de tampdes antioxidantes (MITTLER, 2002). Esses mantidos no seu estado reduzido
por um conjunto de enzimas dependentes de ATP e NADPH, participam do processo
de detoxicacdo de H,O, catalisado pela enzima ascorbatoperoxidase (APX), essas
reacdes em conjunto, formam uma das vias antioxidantes mais importantes
presentes na plantas, o ciclo do ascorbato-glutationa conhecido também por ciclo
Halliwell-Asada (ASADA, 2006).

Em adicdo, diferentemente da maioria dos organismos, as plantas tém
multiplos genes que sao codificados de acordo com a enzima chave originando
diferente isoformas. Essas s&o especificamente orientadas para cloroplastos,
mitocondrias, peroxissomos, bem como para o citosol e apoplasto, as quais
participam também dos mecanismos de defesas contra as EROs e desempenham

papeis fisioldgicos distintos nas organelas (GILL e TUTEJA, 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em casa de vegetagdo na Estacdo Experimental de
Pesquisa do Campus Universitario de Gurupi, pertencente a Universidade Federal
do Tocantins - UFT, localizado na regido sul do estado do Tocantins a 11° 43’ S e
49° 04’ W, a 280m de altitude. O Clima local segundo a classificacdo de Koppen é
Tropical de savana (Aw), e umido com peguena deficiéncia de agua no inverno,
megatérmico com concentracdo da evapotranspiragdo no verdo inferior a 48% do
total anual (B1wA’a’), segundo a classificacdo de Thornthwaite (PEEL, 2007). A
temperatura média anual é de 28°C e precipitacdo média anual de 1.600 mm, sendo
verdo chuvoso, inverno seco e elevado déficit hidrico entre os meses de maio a

setembro.

3.1 Exposicdo ao Déficit Hidrico: Estresse por defi cit hidrico e
posterior recuperagao

Para o experimento Foram utilizadas mudas de trés clones de eucalipto
produzidas pela Marka Florestal Comércio e Servigcos Florestais Ltda, localizada no
municipio de Carolina, no estado do Maranhdo. As mudas foram produzidas através
de miniestaquia, em tubetes de plastico com volume aproximado de 54ml, onde
foram mantidas durante 90 dias. Logo apés as plantas passaram por uma selecéo
em relacdo a uniformidade e foram transportadas para a Universidade Federal do
Tocantins, Campus de Gurupi, onde foram transplantadas para vasos com 16 cm de
diametro e 26 cm de altura, com capacidade de 3,8 L.

O substrato usado era composto de subsolo extraido a uma profundidade
aproximada de 80 cm (55%), areia lavada (30%) e composto organico (casca de
arroz carbonizada, fibra de coco e substrato comercial) (15%). A aplicacdo de
adubos e corretivos foi realizada de acordo com a necessidade da cultura, com base
na andlise quimica do substrato (Tabela 1).

Tabela 1. Analise quimica e fertilidade do substrato.

P -
pH (Mehlich)  Mm.0. Cmol /DM de solo \Vj
mg/dm 3 - -
H+Al K+ Ca2? Mg SB CTC (%)

5,9 0,5 0,6 1,50 0,03 0,2 0,1 0,33 1,83 18
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As mudas permaneceram nos vasos, mantidos a capacidade de campo,
definida conforme Bernardo et al., (2005), como a maxima capacidade de agua que
0 substrato pode reter depois que o0 excesso tenha sido drenado, por
aproximadamente 120 dias. Apés isto, as plantas foram submetidas aos trés regimes
hidricos distintos até o final do experimento, que teve duracéo de 20 dias.

Durante o periodo experimental, os vasos foram mantidos em casa de
vegetacdo com um sistema de aspersdo e dois exaustores controlados por
temporizador (com frequéncia de 1 em 1 hora, das 8 as 16 horas). Os vasos foram
vedados com plastico e fita adesiva, para evitar a entrada de 4gua. As plantas foram
divididas em trés grupos, conforme os manejos hidricos aplicados, que foram:

Grupo 1 irrigado

Mantido a 70% da capacidade de campo durante toda a duragdo do
experimento.

Grupo 2 retomada da irrigagao.

As plantas foram estressadas por déficit hidrico até o substrato atingir 50% da
capacidade de campo, ap6s foram submetidas a 70% da capacidade de campo até
o final do experimento.

Grupo 3 déficit

As plantas estressadas por déficit hidrico foram mantidas a 50% da
capacidade de campo durante todo o periodo experimental.

Para a determinacdo da disponibilidade de agua na Capacidade de Campo
foram utilizados trés vasos contendo o substrato utilizado durante o experimento. Os
mesmos foram irrigados até encharcar, apos isso, os mesmo foram cobertos com
uma lona plastica para evitar perdas por evaporagcao na superficie até que o excesso
de agua fosse drenado.

Esse processo de encharcamento e drenagem do solo foram realizados por
um periodo de 72 horas, até o solo atingir equilibrio de retencdo. Em seguida, foi
realizada a determinacdo do teor de umidade no solo na Capacidade de Campo
(CC) pelo método termogravimétrico, segundo Embrapa (1997), que consiste em
pesar a massa de solo umido (Mu) e em seguida seca-lo em estufa a 105 — 110°C
por 24 horas, e apos, determinar sua massa seca (Ms). A partir da equacéo 1,

calculou-se a umidade do solo.
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Mu— Ms
U{%] = Tﬂ: 100

Em que:
U = Umidade do solo, %
Mu = Massa de solo umido, g
Ms = Massa de solo seco em estufa, g
Os tratamentos correspondentes aos diferentes niveis de umidade do solo
foram determinados a partir da Capacidade de Campo (CC), que é definida como a
capacidade maxima de retencdo de agua pelo substrato, de forma a manté-lo com
70% ou 50% desta capacidade de retencdo até o final do experimento, que teve
duracao de 20 dias. A reposicdo didria da quantidade de agua suficiente para manter
a umidade desejada dos tratamentos foi feita pelo método gravimétrico.
O experimento foi montado em um esquema fatorial 3x3, com trés clones
(Clone 1- Eucalyptus urophylla, Clone 2- E. urophylla x E. grandis, Clone 3- E.
urophylla x E. camaldulensis) e trés manejos hidricos (Irrigado, retomada da

irrigacéo e déficit), em um delineamento inteiramente casualizado (Figura 1).

Figura 1. Disposicao do experimento, em Gurupi, TO.
3.2 Caracteristicas climaticas

Os dados diarios de radiacéo solar incidente, umidade relativa e temperatura
maxima, minima e média, foram obtidos do Banco de Dados Meteorologicos para
Ensino e Pesquisa (BDMEP) do INMET (Instituto Nacional de Meteorologia) (INMET,
2017), referente a Estagdo Meteorolégica da Universidade Federal do Tocantins,

Campus de Gurupi.
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3.3 Descricédo das variaveis analisadas

Foram utilizadas 10 plantas de cada tratamento: 4 para avaliagbes das

variaveis fisiologicas e morfoldgica, e 6 para avaliagdo das variaveis bioquimicas.

3.3.1 Variaveis fisiolégicas

Foram realizadas medicbes na parte externa do terco superior da planta, na
superficie de duas folhas completamente expandidas de quatro plantas. Utilizando-
se 0 analisador portatil de gas infravermelho (IRGA, modelo LI- 6400 XT, LI-COR,
inc. Lincoln, NE, EUA), utilizando uma fonte luminosa fixa em 1500 ymol.m?.s™ de
intensidade de radiacéo fotossinteticamente ativa.

Foram avaliados condutancia estomética (gs — mol H,O m? s?), taxa de
assimilacéo liquida de CO, (A — pmol CO, m? s%), e taxa de transpiracdo (E — mol
H,O0 m? s?). Através dos dados fisiolégicos foi realizada a quantificacdo da
eficiéncia da carboxilacdo (A/Ci) (umol.m?.s™) e da eficiéncia instantanea no uso de
agua (EUA) (A/E) [(umol m? s™?) (mmol H,O0 m? s (MACHADO et al. 2005;
MELO et al. 2009).

Foram realizada leituras ao longo do dia apés a retomada da irrigacéo e
durante todo o periodo experimental de 3 em 3 dias. As leituras realizadas ao longo
do dia foram feitas em cinco horéarios durante o dia, as 8:00, 10:00, 12:00, 14:00 e
16:00 horas. As demais avaliacdes foram feitas entre 9 e 11h da manha, de forma
que as condi¢gbes ambientais fossem mantidas homogéneas.

O potencial hidrico foliar (Ww) foi obtido por meio de uma camara de pressao
do tipo Scholander. Para as medi¢cdes foram escolhidos galhos com dois pares de
folhas totalmente expendidas de 2 plantas de cada clone. Para evitar a perda de
agua por transpiracdo, os galhos foram envoltos em saco plastico e acondicionados
em caixas de isopor. Logo em seguida foram realizadas avaliacbes as 4:30
(antemanhd) e as 12:00 (meio dia).

O Conteudo Relativo de agua (CRA) foi determinado usando 10 discos
foliares (10mm de diametro), determinando imediatamente a massa dos mesmos
(MF) em balanca analitica (0,0001 g). Logo apds, os discos foram transferidos para
placas de Petri, contendo 35 mL de agua destilada, e mantidos em B.O.D, a 10°C
por 24 h. Em seguida, os discos foram colocados em papel filtro por 1 min para

retirar o excesso de agua e posteriormente foram pesados para determinar a massa
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turgida (MT). Depois, os discos foram inseridos em sacos de papel e levados a
estufa (75°C) por 48 h e pesados para determinar a massa seca (MS). O CRA foi

calculado utilizando a relacao descrita por Weatherley (1950).

M
CRA (%) = 100

MT — MS %

3.3.2 Variaveis bioquimicas

- Clorofilaaeb

A medicéo de clorofila foi realizada de acordo com o método descrito por
Sims e Gamon (2002), onde as amostras de tecido da folha congeladas em
nitrogénio liquido (50 mg) foram moidas em 2 ml de solugéo tampéo de acetona/Tris
(80/20; vol:vol, pH 7,8), a solugéo foi transferida para tubos falcon de 15 ml e
centrifugada para remover particulas em suspensdo. O sobrenadante foi entdo
retirado e transferido para tubos falcon cobertos com papel aluminio, e adicionados
3 ml do tampéo acetona/Tris e centrifugado novamente. Em seguida o sobrenadante
foi diluido para um volume final de 6 ml com o tamp&o acetona/Tris. A absorbancia
das solucdes de extrato foram medidas com espectrofotdmetro a 537, 647 e 663 nm.
O conteudo de clorofila a (Cl a) e clorofila b (Cl b) determinados conforme a seguinte
equacao:

Cl, = 0,01373A..; — 0,000897A,, — 0,003046A,,,
Cl, = 0,024054,,; — 0,004305A:;, — 0,005507 A4,

- Prolina

A quantificacdo de prolina foi realizada conforme 0 método descrito por Bates
et al. (1973). Cerca de 250 mg de tecido do limbo foliar, sem a nervura principal,
foram macerados em nitrogénio liquido, juntamente com 5 ml de acido sulfosalicilico
3% e centrifugados a 3000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Em seguida
foi coletado 1 ml do extrato e transferido para um tubo falcon 15 ml, onde foram
adicionados 1 ml de ninidrina acida e 1 ml de acido acético glacial. Posteriormente,
as amostras foram colocadas em banho-maria por 1 h a 100 °C. A mistura de reacdo
foi rapidamente arrefecida em gelo, adicionou-se 2 ml de tolueno e misturou-se
vigorosamente em vortex. A absorbancia da fase de tolueno foi medida a 520 nm. A
concentracdo de prolina foi determinada em seguida a partir de uma curva de

calibracdo padréo (0 a 0,150 pmol.ml™*) com L-prolina.
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- Enzimas antioxidantes

Para a determinagdo da atividade enzimética, foram utilizados
aproximadamente 200 mg de massa fresca do tecido foliar, macerados em
nitrogénio liquido e homogeneizados em tampao de extracdo (fosfato de potassio
100mM, pH 7,0, adicionado de EDTA 1mM e acido ascérbico 1mM). Apds ser
homogeneizada a solugéo foi transferida para eppendorff e centrifugada a 10.000
rom por 25 min a 4°C, o sobrenadante foi entdo recolhido e utilizado para as
analises enzimaticas da superéxido dismutase — SOD (EC 1. 15. 1. 1), catalase —
CAT (EC 1. 11. 1. 6).

A atividade da superodxido dismutase (SOD) foi determinada pela metodologia
descrita em Giannopolitis e Ries (1977). A atividade da catalase (CAT) foi

determinada pela metodologia descrita em Havir e McHale (1987).

3.3.3 Variavel morfolégica

Para a andlise destrutiva de massa seca total, foram realizadas avaliagdes da
biomassa seca da parte aérea e radicial (48 horas em estufa a 65 °C, pesadas em
balanca analitica de precisédo 0,001 g).

3.4 Anélise dos dados

Os dados experimentais foram submetidos a analise de variancia, e quando
significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% utilizando-se o

programa software SISVAR (Ferreira, 2011).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao do clima durante o periodo expe rimental

Na Figura 2 estdo presentes os dados diarios de radiagdo solar incidente,
umidade relativa e temperatura maxima, minima e média, medidos na estacao
meteorolégica da Universidade Federal do Tocantins, durante o periodo

experimental.
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Figura 2. Valores diarios de rediacdo solar incidente, umidade relativa maxima
(URmax), minima (URmin), média (URmM) e temperatura maxima (Tmax),

minima(Tmin), média (Tm).
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4.2 Variaveis fisiologicas avaliadas ao longo do pe  riodo experimental

Na Figura 3 estdo presentes os valores da condutancia estomatica de cada
clone durante o periodo experimental. Observa-se que 0s maiores valores de
condutancia foram observados nos manejos irrigado e de retomada da irrigacao, e
0s menores, sob déficit hidrico.

No manejo irrigado os trés clones apresentaram inicialmente maior abertura
estomatica. Ao longo dos dias, as meédias reduziram, tornando-se similares as
obtidas no regime de retomada da irrigagcdo, com excegéao para o clone 3.

No manejo irrigado o maior valor de condutancia foi observado para o clone 3,
com 0,36 mol.m?.s™® e o menor para o clone 2, com 0,13 mol.m?.s™. No manejo de
retomada da irrigacdo como os estbmatos se encontravam parcialmente fechados
inicialmente, o menor valor obtido foi de 0,005 mol.m?.s™ para o clone 3. Um dia
apos a reidratagdo as plantas reconheceram que se encontravam em boas
condi¢Bes hidricas, havendo a abertura dos estdmatos, sendo que o maior valor de
condutancia estomatica foi de 0,20 mol.m?.s™ para o clone 1. Nas plantas
submetidas ao manejo de déficit o menor valor foi de 0,005 mol.m?.s™, no clone 2 e
o maior de 0,07 mol.m?.s™, para o clone 3.

Conforme Chaves (1991), essas alteracées na abertura e fechamento dos
estbmatos sdo muito importantes, pois as plantas que sdo capazes de exercerem
esse controle ao serem expostas a restricdo hidrica podem ser mais
tolerantes/resistentes nessas condi¢fes, pois podem controlar a falta de dgua e a
taxa de assimilacdo de CO, necessaria para a realizagdo da fotossintese. A
condutancia estomatica tem o papel de controlar as necessidades de agua exigidas
pela cultura e manter a assimilacdo da agua em niveis equivalentes a taxa de
fixacdo de carbono no mesofilo foliar (TONELLO, 2010).
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Figura 3. Condutancia estomatica (Gs) de plantas de trés clones de eucalipto (Clone
1- E. urophylla; Clone 2- E. urophylla x E. grandis; Clone 3- E. urophylla x E.
camaldulensis), crescendo em vasos sob diferentes regimes hidricos, ao longo do
periodo experimental.

Ao analisar os dados referentes a assimilagdo liquida de carbono nos trés
manejos hidricos, para cada clone ao longo do periodo experimental (Figura 4),
nota-se que as plantas mantidas sob o manejo de retomada da irrigacao
apresentaram inicialmente valores baixos, semelhantes aos obtidos sob déficit, e
posteriormente houve a recuperacao das plantas, onde os clones mantiveram suas
taxas semelhantes as obtidas no manejo irrigado. Entretanto as plantas do
tratamento de déficit apresentaram as menores taxas de assimilacado de CO, durante
todo o periodo experimental em relacdo aos outros manejos adotados, porém, nota-
se que ao final do periodo experimental os valores obtidos sob déficit se elevaram,
demonstrando uma certa adaptacao fisioldgica.

A menor diferenca na assimilacdo liquida de CO, entre 0 manejo irrigado e
sob déficit foi apresentada pelo clone 2, com valores de 10,57 e 10,11 pmol.m?.s™,
respectivamente, observados ao final do experimento.

Sob o manejo irrigado o clone 1 apresentou o maior taxa de assimilacao de
CO,, com valores variando entre 13,78 e 9,00 umol.m?.s™®. O clone 2 apresentou
menor taxa, com valores entre 10,38 e 7,08 pmol.m?.s™, o que pode indicar menor
eficiéncia na assimilagéo de CO..

No manejo de retomada da irrigacdo em decorréncia do déficit sofrido as
plantas apresentaram inicialmente seus estdmatos fechados e nao foi observada

assimilacado de CO,, posteriormente, com a abertura dos estdmatos observou-se que
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o clone 1 apresentou maior taxa de assimilagdo liquida de carbono com 10,57
pmol.m?.s™.

As plantas sob déficit hidrico também apresentaram seus estdématos fechados
inicialmente, no entanto nota-se que a partir do 3° dia de avaliacdo as plantas dos
clones 1 e 3 comecaram a recuperar sua capacidade fotossintética, ja as plantas do
clone 2 comecaram a se recuperar a partir do 6° dia. Sendo que ao final do
experimento o clone 3 apresentou maior taxa de assimilacdo sob déficit, com 8,05

pumol.m?.s?, mostrando que o mesmo apresentou uma maior capacidade de

recuperacao.
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Figura 4. Assimilacao liquida de carbono (A) de plantas de trés clones de eucalipto
(Clone 1- E. urophylla; Clone 2- E. urophylla x E. grandis; Clone 3- E. urophylla x E.
camaldulensis), crescendo em vasos sob diferentes regimes hidricos, ao longo do
periodo experimental.

Assim como aconteceu para a condutancia e assimilacdo liquida de CO,,
inicialmente foram observadas maiores taxas de transpiracdo no manejo irrigado e
menores no manejo de déficit em todos os clones (Figura 15).

A partir do 3° dia de avaliacdo, nota-se houve elevagdo na taxa transpiratoria
no manejo de retomada da irrigacdo, por apresentar uma maior quantidade de agua
apos a reidratacdo. Pode-se observar que, o clone 1 chegou a apresentar valores
maiores de transpiracdo que 0s observados no manejo irrigado, o que de acordo
com Tatagiba (2006), pode estar relacionado a perda em area foliar ocasionada pelo
déficit hidrico que reduziu a superficie de transpiracdo das plantas, e

consequentemente, reteve maior umidade no substrato durante um periodo maior de

tempo.
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O valor mais alto de transpiracdo encontrado foi de 5,10 mmol.m?.s™
verificado para o clone 1, sob manejo irrigado, e 0 menor para o clone 3, com 0,27

mmol.m?.s™ obtido no manejo de déficit.
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Figura 5. Transpiracdo (E) de plantas de trés clones de eucalipto (Clone 1- E.
urophylla; Clone 2- E. urophylla x E. grandis; Clone 3- E. urophylla x E.
camaldulensis), crescendo em vasos sob diferentes regimes hidricos, ao longo do
periodo experimental.

Houve variacdo na eficiéncia da carboxilacdo nos diferentes regimes hidricos
(Figura 6). Os maiores valores foram obtidos no regime irrigado e os menores sob
déficit hidrico e retomada da irrigacéo.

Pode-se observar que no regime irrigado os maiores valores de eficiéncia da
carboxilacdo foram observados nos primeiros dias de avaliagdo, com reducédo a
partir do terceiro dia e acréscimo em seguida. Sob regime irrigado, o menor valor foi
observado para o clone 2, com 0,028 pmol.m?.s™, e o maior para o clone 3, com
0,062 pmol.m?.s™.

No regime de retomada da irrigagao, os valores de eficiéncia da carboxilacéo,
apresentaram comportamento contrario ao obtido no regime irrigado. Os menores
valores foram obtidos no primeiro dia de avaliacdo, apds o déficit hidrico. No terceiro
dia, observou-se aumento dos valores, chegando a apresentar valores semelhantes
aos analisados no regime irrigado para o clone 3, e superiores para os clones 1 e 2.
O menor valor obtido foi de 0,00012 pmol.m?.s™ para o clone 3 no fnicio do periodo
experimental, e o maior foi de 0,058 pmol.m?.s™ para o mesmo clone ao final do
experimento.

Para as plantas mantidas sob o regime de déficit hidrico, observou-se

comportamento semelhante ao apresentado no regime de retomada da irrigacao,
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sendo que os menores valores foram observados inicialmente, com posterior
acréscimo. O menor valor foi de 0,00009 pmol.m?.s™ para o clone 1 e o maior de
0,056 pmol.m?.s™ para o clone 3.

Conforme Cornic (2000), a diminuicdo do potencial de agua na folha devido
restricdo hidrica reduz a abertura estomatica, limitando a entrada de CO; na folha,
reduzindo também os valores de Ci, o que acaba afetando a eficiéncia da

carboxilacao.
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Figura 6. Eficiéncia da carboxilagéo (A/Ci) de plantas de trés clones de eucalipto
(Clone 1- E. urophylla; Clone 2- E. urophylla x E. grandis; Clone 3- E. urophylla x E.
camaldulensis), crescendo em vasos sob diferentes regimes hidricos, ao longo do
periodo experimental.

Para os dados de eficiéncia do uso da agua observou-se que houve variacao
dos dados durante o periodo experimental nos trés manejos hidrico em cada clone
(Figura 7). Os valores maximos de eficiéncia observados para os trés clones, nos
diferentes manejos hidricos foram obtidos ao final do periodo experimental.

Observa-se que o clone 3 apresentou maior variagcdo dos dados de eficiéncia
ao longo do periodo experimental. Ja os clones 1 e 2 apresentaram menor diferenca
entre o trés manejos hidricos.

No manejo irrigado, o maior valor de eficiéncia do uso da agua foi encontrado
para o clone 3, com 3,66 umol.mmol®, e o menor para o clone 2, com 2,12
pumol.mmol™. Nos clones sob manejo de retomada da irrigacdo o maior valor
também foi obtido para o clone 3, com 3,96 umol.mmol™ ao final do experimento e o
menor para 0 mesmo clone, com 0,24 umol.mmol™ no inicio do experimento. Para os
clones submetidos ao manejo de déficit, 0 maior e o menor valor de eficiéncia foram

obtidos pelo clone 3, com 4,18 pmol.mmol* ao final do experimento e 0,04
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umol.mmol™ ao inicio, respectivamente. Nota-se que em geral o clone 3 apresentou
maior eficiéncia na abertura e fechamento estomatico em todos os tratamentos.
Observa-se que os clones 2 e 3 apresentaram uma tendéncia no aumento na

eficiéncia do uso da agua ao longo do periodo experimental sendo mais evidente

aos 9 e 12 dias ap0s o inicio do estresse induzido.
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Figura 7. Eficiéncia do uso da agua (EUA) de plantas de trés clones de eucalipto
(Clone 1- E. urophylla; Clone 2- E. urophylla x E. grandis; Clone 3- E. urophylla x E.
camaldulensis), crescendo em vasos sob diferentes regimes hidricos, ao longo do

periodo experimental.
4.3 Variaveis bioquimicas

Quanto aos teores de clorofila a e b, observou-se que houve variagédo entre 0os
tratamentos dentro de cada clone (Figura 8). O clone 1 apresentou reducdo de
43,88% no teor de clorofila a e 36,88% de clorofila b no regime de déficit hidrico, em
relacdo ao regime irrigado. Entretanto, ao contrario do observado para o clone 1,
houve a manutencéo dos teores de clorofila a e b dos clones 2 e 3 apds a limitagdo
hidrica.

Sob o manejo irrigado o clone 1 apresentou os maiores teores de clorofila a e
b, com 0,98 e 0,34 mmol/gFW respectivamente. Os menores valores observados
para 0 mesmo manejo, foram obtidos pelo clone 2, com valores respectivos de 0,55
e 0,18 mmol/gFW.

No manejo de retomada da irrigacéo o clone 2 apresentou os maiores valores,
com 0,72 mmol/gFW para clorofila a e 0,25 mmol/gFW para a clorofila b. O clone 3
apresentou os menores valores, com 0,65 mmol/gFW para a clorofila a e 0,21

mmol/gFW, para a clorofila b.
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O clone 2 também apresentou ao maiores valores para clorofila a e b no
manejo de déficit, com teores de 0,72 e 0,26 mmol/gFW, respectivamente.

Entretanto, o clone 1 apresentou os menores, com 0,43 e 0,12 mmol/gFW.
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Figura 8. Concentracéo de clorofila a e b (Cl a e Cl b) em trés clones de eucalipto
(Clone 1- E. urophylla; Clone 2- E. urophylla x E. grandis; Clone 3- E. urophylla x E.
camaldulensis), crescendo em vasos sob diferentes regimes hidricos.

Houve variacdo dos teores de prolina entre os tratamentos, dentro de cada
clone. As plantas de todos os clones apresentaram acumulo de prolina quando
submetidas ao déficit hidrico (Figura 9).

No regime irrigado, o maior teor de prolina foi observado para o clone 3 (0,19
umol.g™), sendo que os clones 1 e 2 apresentaram valores semelhantes sob esse
mesmo regime (0,14 pmol.g™).

Para os clones submetidos ao regime de retomada da irrigagdo, a maior
concentracdo de prolina também foi obtida pelo clone 3, com 0,24 pmol.g™,
enguanto o clone 2 apresentou a menor, com 0,16 umol.g'l.

O clone 1 apresentou o maior teor de prolina no regime de déficit (0,34

umol.g™), e o menor foi observado para o clone 2 (0,26 umol.g™?).
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Figura 9. Teores de prolina (umol.g*de massa fresca) em trés clones de eucalipto
(Clone 1- E. urophylla; Clone 2- E. urophylla x E. grandis; Clone 3- E. urophylla x E.
camaldulensis), crescendo em vasos sob diferentes regimes hidricos.

No presente estudo, observou-se que houve variacdo na atividade da SOD,
nos diferentes manejos hidricos dentro de cada clone (Figura 10).

Sob o manejo irrigado, a atividade da SOD foi maior no clone 3, em todas as
avaliacOes realizadas. J4 o clone 1, apresentou 0os menores valores.

No manejo de retomada da irrigacéo, houve incremento da atividade no 9° dia
de avaliacdo, e logo apdés houve reducdo, atingindo valores proximos aos
observados no regime irrigado ao 15° dia. Assim como observado no manejo
irrigado, os maiores valores foram obtidos pelo clone 3, e os menores pelo clone 1.

Houve maior atividade da SOD quando as plantas foram submetidas a
estresse hidrico em relacdo aos outros manejos. Observou-se que a atividade da
SOD do clone 1 aumentou gradualmente. O clone 2, apresentou os maiores valores
de atividade quando comparado aos demais clones avaliados, com valores mais ou
menos constantes. J& o clone 3, apresentou reducédo a partir do 9° dia de avaliacéo,
sendo que ao 15° dia de avaliagdo o valor obtido foi proximo ao observado nos

demais regimes hidricos avaliados.
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Figura 10. Atividade da Superoxido Dismutase (SOD) em folhas, de trés clones de
eucalipto (Clone 1- E. urophylla; Clone 2- E. urophylla x E. grandis; Clone 3- E.
urophylla x E. camaldulensis), crescendo em vasos sob diferentes regimes hidricos,
ao longo do periodo experimental.

A atividade da catalase (CAT) foi observada em maior quantidade em
condicoes de déficit hidrico (Figura 11).

No regime de retomada da irrigacdo ndo houve muita variacdo da atividade
quando relacionada ao regime irrigado. Pode-se notar que houve um pequeno
incremento no clone 1 ao 9° dia de avaliacdo, e no clone 2 ao 15° dia, sendo que o

clone 2 apresentou 0os maiores valores ap0s a retomada da irrigacéo, e o clone 1 os

menores.
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Figura 11. Atividade da Catalase (CAT) em folhas, de trés clones de eucalipto (Clone
1- E. urophylla; Clone 2- E. urophylla x E. grandis; Clone 3- E. urophylla x E.
camaldulensis), crescendo em vasos sob diferentes regimes hidricos, ao longo do
periodo experimental.
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4.4 Variavel morfoldgica

Houve reducdo no acumulo de massa seca total de todos os clones pelo
déficit hidrico em relacdo as plantas irrigadas (Figura 12). Pode-se observar, que o
acumulo de massa seca apresentou diferenca estatistica entre os manejos hidricos
para cada clone. Os clones 2 e 3 diferiram estatisticamente entre os trés manejos
hidricos avaliados. Porém para o clone 1 ndo foi observada diferengca entre os
manejos hidricos irrigado e retomada da irrigacéo.

Os menores valores de massa seca total foram obtidos nas plantas mantidas
no manejo de déficit hidrico, com reducéo de 26,29, 30,25 e 30,56% para os clones
1, 2 e 3, respectivamente. A partir da analise dos resultados, pode-se deduzir que
ocorreu uma retomada no crescimento das plantas apds o retorno da irrigacao, pois
nao houve diferenca estatistica quando comparado ao manejo irrigado, e as
reducdes de matéria seca total apds a retomada da irrigacdo foram de: 6,07, 8,02 e

6,52% para os clones 1, 2 e 3, respectivamente.
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Figura 12. Massa seca total de plantas de trés clones de eucalipto (Clone 1- E.
urophylla; Clone 2- E. urophylla x E. grandis; Clone 3- E. urophylla x E.
camaldulensis) crescendo em vasos sob diferentes manejos hidricos (1-Irrigado; 2-
Retomada da Irrigacéo; 3- Déficit.
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5 DISCUSSAO

5.1 Variaveis fisiologicas avaliadas ao longo do pe  riodo experimental

Os valores obtidos para condutancia estomatica e transpiragdo sofreram
reducdo apOs o estresse e recuperacdo apds a reidratacdo. O que mostra que
plantas de eucalipto possuem um controle estomatico eficiente quando em
condi¢cbes de estresse, sendo capaz de tolerar condicdes adversas de déficit sem
alterar de forma significativa a condutancia estomatica. Entretanto quando a planta
atinge niveis criticos de potencial hidrico foliar, os estébmatos sdo fechados
parcialmente ou quase totalmente (LIMA, 1996).

Assim como observado nesse trabalho, diversos autores também notaram
que houve reducdo da assimilacdo de CO, em eucalipto por causa da limitagéo
hidrica (MESCHANT et al., 2007; SILVA, 2013; COSTA et al., 2015).

Essa reducao ocorre, pois é através dos estbmatos que ocorrem as trocas
gasosas e a assimilacdo de CO,, entretanto, com a abertura dos estdmatos ao
absorver CO; a planta acaba perdendo agua. Para reduzir a perda de agua e evitar
danos de desidratacdo, a planta acaba fechando os estomatos (LARCHER, 2004).

No terceiro dia de avaliacdo, houve a recuperacdo na assimilacao liquida
de CO, pelas plantas ap6s a reidratacdo, sendo que no sexto dia de avaliacdo os
clones 1 e 2 atingiram valores bem proximos dos observados no manejo irrigado.
Stoneman et al. (1994), ao avaliarem a resposta de mudas de Eucalyptus marginata
ao déficit, observaram que as mesmas recuperaram sua capacidade fotossintética
cinco dias apoés a reidratacao, apresentando resultados semelhantes aos obtidos no
manejo irrigado.

Com o tempo, houve aumento da assimilagdo de CO, nos clones sob
déficit. Conforme Condon et al. (2004) algumas plantas em condi¢cdes de déficit
hidrico, tem a capacidade de manter os estdmatos parcialmente abertos, mantendo,
dessa forma a assimilacdo de CO, para a realizacdo da fotossintese, o que confere
maior eficiéncia do uso da agua pela planta.
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5.2 Variaveis bioquimicas

Os teores de clorofila podem ser afetados pelo estresse hidrico (HUSSEIN et
al., 2008), e podem variar conforme a gravidade, intensidade e duracdo do déficit
hidrico (HUANG et al., 2013).

Lenhard. et al. (2010) observaram que mudas de Caesalpinia ferrea
apresentaram maior teor de clorofila no tratamento a 70% da capacidade de campo,
havendo reducédo quando submetidas ao estresse. Conforme Xue et al. (2011), essa
reducdo da taxa de clorofila em plantas sob déficit hidrico € um sintoma de estresse
oxidativo que pode causar a foto-oxidacao de pigmentos e degradacao da clorofila.

Por outro lado, ha casos em que foram obtidos maiores teores de clorofila em
plantas sob condicbes de supressdo hidrica (SILVA et al., 2004; VELLINI et al.,
2008; MENDES et al., 2013). Silva et al. (2016) observaram menores teores de
clorofila em clones de eucalipto sensiveis a seca, e maiores teores em clones mais
tolerantes.

O aumento da concentracdo de clorofila pode ser uma resposta defensiva
para reduzir os efeitos nocivos do estresse por seca (FAROOQ et al., 2009), bem
como, a presenca de um sistema antioxidante eficiente (SILVA et al., 2016). Correia
et al. (2014), supdem que o incremento das taxas de clorofila em plantas sob
estresse também pode estar ligada a provavel fungdo exercida pelos carotendides
como protetores da atividade da molécula de clorofila, evitando a degradacédo e
contribuindo para a manutencéo da atividade fotossintética da molécula.

Em condicbes de restricdo hidrica, algumas plantas sdo capazes de
armazenar solutos compativeis, que podem auxiliar na protecdo das células, e sdo
capazes de evitar os danos causados pela desidratacdo e oxidagéo, além de atuar
no ajustamento osmatico. Esses solutos podem ainda estar ligados a tolerancia de
algumas espécies (ANAMI et al., 2009).

Entre esses solutos encontra-se a prolina, que é um aminoacido, que pode
atuar na manutencao da turgescéncia celular, o que pode ajudar a sustentar os
processos fisioldgicos, como fotossintese, abertura estomatica e crescimento da
expansdo em condicbes de seca (BLUM, 1996). E ainda que encontrada em
concentracbes elevadas, ndo causam danos sobre as enzimas ou outras

macromoléculas do citoplasma (LAMBERS et al., 1998).
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Alguns autores tém relatado que existe uma relacdo proporcional entre a
elevacéo no teor de prolina e a severidade do estresse (MEDEIROS et al., 2012). O
acumulo de prolina, principalmente no citoplasma, pode proteger membranas
celulares e proteinas e aumentar a tolerdncia a  desidratacéo
(RATHINASABAPATHI, 2000).

Em condi¢Bes de estresse biotico e abibtico existem enzimas do mecanismo
antioxidante que atuam em defesa da planta, contribuindo para a sua sobrevivéncia.
Entre as enzimas que possuem atividade antioxidante, a SOD € considerada uma
das principais, por ser a primeira linha de defesa na eliminacédo de EROs, sendo que
além de eliminar o anion superoxido (0O2*) pode controlar outras EROs
(BRAMORSKI, 2011; CARNEIRO et al., 2011; OLIVEIRA; 2012).

Os resultados obtidos nesse trabalho corroboram com os observados por
Coscolin et al. (2011), onde, avaliando os efeitos da deficiéncia hidrica em clones de
Eucalyptus grandis, notaram que a ac¢do do déficit hidrico sobre o fechamento dos
estbmatos e a diminuicdo da capacidade fotossintética das plantas podem ter
contribuido para o aumento da atividade da SOD.

Quando as plantas sdo submetidas a muitos estresses ambientais como a
seca, salinidade do solo, temperaturas altas ou baixas, alta intensidade da luz e
varios estresses bidticos, ocorre 0 aumento da atividade da SOD (BROETTO et al.,
2002).

Conforme Alves et al. (2012) o aumento da atividade enzimatica mostra que
com o estresse, ha producdo de radicais livres ou EROs, com posterior remoc¢éo
pelo mecanismo antioxidante. Para Rosa et al. (2005), a atividade da SOD, pode ser
interpretada como um marcador de reacdo das plantas em condi¢cdes de estresse
ambiental, atuando na dismutacéo de EROs.

Nota-se que o clone 1 apresentou os menores valores de atividade da SOD,
ja o clone 2 mostrou-se mais sensivel, e embora o clone 3 tenha apresentado
valores altos, ao 15° dia de avaliacdo os resultados obtidos sob déficit foram
proximos aos observados no regime irrigado. Conforme Fortunato et al. (2010), a
capacidade da planta em controlar o estresse oxidativo pode indicar seu nivel de
tolerancia a estresses abidticos e consequentemente 0os danos causados por esses
as células.

A catalase (CAT) assim como a SOD é outra enzima importante do

mecanismo antioxidante, sendo que a combinagdo de suas atividades diminui a
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acdo toxica e altamente reativa dos radicais hidroxil (OH-). A CAT pode atuar na
decomposicdo de H,O, para formar H,O nos peroxissomas durante a fotorrespiracéo
(GERBLING et al., 1984; SCANDALIOS, 1993).

Observou-se neste trabalho que a CAT apresentou atividade reduzida no
regime de retomada da irrigagdo. Conforme Luiz (2009), a menor atividade da CAT,
pode indicar que ndo foi necessério a enzima atuar devido a baixa producdo de
H.O,, ou que outra enzima pode ter atuado na degradacéo do H,O..

Entretanto, houve incremento sob condi¢cdes de déficit, o que corrobora com
os resultados obtidos por Carvalho et. al. (2012), onde observaram atividade da CAT
em condi¢cdes mais severas de estresse hidrico (25% da CC).

5.3 Variavel morfologica

Quanto a producdo de matéria seca, Tatagiba et al. (2016) observaram que a
diminuicdo do teor de agua disponivel, promove a reducdo do acumulo de massa
pelas plantas. Conforme Tatagiba (2007), o estresse ocasionado por déficit hidrico
pode atuar como mediador na sobrevivéncia de diferentes procedéncias dentro de
uma mesma espécie, que pode ser quantificada pela assimilagdo primaria de CO; ou

pela produtividade, que estéo ligados ao crescimento das plantas.
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6 CONCLUSOES

Foram obtidas respostas diferentes dos materiais avaliados em relagdo aos
manejos hidricos.

O clone 2 apresentou os menores valores de condutancia estomatica (0,005
mol.m?s?), taxa de assimilacdo liquida (7,08 pmol.m?s?), eficiéncia da
carboxilacdo (0,028 pmol.m?.s™) e eficiéncia do uso da agua (2,12 pmol.mmol™), e
maior atividade da catalase no manejo irrigado (7,90, podendo indicar maior
sensibilidade as condi¢des climaticas da regido. Entretanto, o clone 3 apresentou
resultados que evidenciaram boa adaptabilidade em condicdes Otimas de
disponibilidade hidrica.

As maiores taxas de assimilacdo liquida de carbono (10,57 pmol.m?s™) e
condutancia estomatica (0,20 mol.m?.s™), apresentadas no regime de retomada da
irrigacdo mostram que o clone 1 apresenta uma rapida recuperacéo do crescimento.

No manejo de déficit hidrico, pode-se notar que o0s maiores valores de
condutancia estomatica (0,07 mol.m?.s™), taxa de assimilacdo liquida (8,05 pumol.m’
2.s1), eficiencia da carboxilacdo (0,056 pmol.m?.s™?) e eficiéncia do uso da agua
(4,18 pmol.mmol™), foram obtidos pelo clone 3, mostrando ser o mais indicado para
plantio em areas com baixa disponibilidade hidrica. Por outro lado, as menores taxas
de assimilacdo liquida de carbono e o maior teor de prolina apresentados pelos
clones 1 e 2 indicam maior sensibilidade desses materiais em condicdes de déficit

hidrico.
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